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Morphin spielt bei der Therapie starker und chronischer Schmerzen eine entscheidende 
Rolle, jedoch wird sein Einsatz durch Abhängigkeit und Toleranzentwicklung limitiert. 
Für die Entwicklung der Morphintoleranz ist Genregulation von großer Bedeutung. 
Morphininduzierte Genregulation ist bisher überwiegend in kortikalen Strukturen, aber 
weniger in primär-sensorischen Spinalganglien-Neuronen (DRG-Neuronen) untersucht. 
Der Einfluss von Morphin auf die Genregulation wird überwiegend dem 
Transkriptionsfaktor cAMP-responsive element binding protein (CREB) zugeschrieben. 
Für andere endogene Opioidrezeptoragonisten ist zudem eine Aktivierung der 
Transkriptionsfaktoren E-twenty-six-like transkription factor-1 (Elk-1) und serum 
response factor (SRF) durch extracellular-regulated kinases (ERK-1/2) gezeigt. 
Allerdings wurde bisher eine morphinvermittelte Aktivierung von Elk-1/SRF nicht 
beschrieben. Im Rahmen dieser Arbeit sollten Mechanismen der morphininduzierten 
Transkriptionsregulation in DRG-Neuronen mit besonderer Berücksichtigung von Elk-
1/SRF analysiert werden. Morphin konnte in der aus DRG-Neuronen generierten F11 
Zelllinie, welche endogen Opioidrezeptoren exprimiert, Elk-1 phosphorylieren und ein 
Elk-1/SRF abhängiges Reportergen aktivieren, zeigte aber einen inhibitorischen Effekt 
auf CREB. Interessanterweise konnte Morphin in einem kortikalen Modelsystem 
(NG108-15 Zellen) CREB, aber nicht Elk-1 aktivieren. Damit konnten zelltypspezifische 
Genregulationsmechanismen durch Morphin aufgedeckt werden. Um Zielgene der 
morphinvermittelten Elk-1-Aktivierung zu identifizieren, wurde die mRNA-Expression 
von 15 Elk-1/SRF-regulierten Genen in F11 Zellen und kultivierten primären DRG-
Neuronen der Ratte untersucht. In beiden Zelllinien wurde die mRNA-Expression der 
Transkriptionsfaktoren Egr4 und FosB durch Morphin induziert. In F11 Zellen wurde 
zusätzlich der morphinvermittelte Anstieg des Egr4 Proteins mittels Reportergenstudie 
bestätigt.  
Die morphininduzierte, ERK-1/2-vermittelte Elk-1-Aktivierung stellt einen bisher 
unbekannten Signalweg dar, über den Morphin in DRG-Neuronen auf Genregulation 
Einfluss nehmen kann. Diese neue Signalkaskade und die daraus resultierende 
Geninduktion könnten eine Rolle für die Morphintoleranz spielen und somit einen neuen 





Morphine-based treatment of severe and chronic pain is limited by the development of 
tolerance and dependence. Altered gene expression plays a crucial role in the 
development of morphine tolerance. Mechanisms for morphine-induced changes in gene 
expression have so far mainly been analyzed in various brain regions, while little is known 
about dorsal root ganglia (DRG) in this context. Regulation of gene expression by 
morphine is attributed to the activation of cAMP-responsive element binding protein 
(CREB). Other opioid receptor ligands were shown to activate the transcription factors 
E-twenty-six-like transcription factor-1 (Elk-1) and serum response factor (SRF) via 
extracellular-regulated kinases (ERK-1/2). A morphine-induced activation of Elk-1/SRF 
has not yet been demonstrated.  
This study aims to analyze regulation of gene expression by morphine in DRG-neurons 
to identify underlying mechanisms focusing specifically on Elk-1/SRF. In DRG-derived 
F11 cells which endogenously express opioid receptors, morphine stimulation led to Elk-
1-phosphorylation and the activation of an Elk-1/SRF dependent reporter gene construct. 
However morphine had an inhibitory effect on CREB-dependent gene expression. 
Interestingly, morphine could not activate Elk-1 in an established cortical cell line which 
endogenously expresses opioid receptors (NG108-15 cells). The regulation of gene 
expression by morphine seems to be cell type specific. In order to identify putative target 
genes of morphine-induced activation of Elk-1/SRF, mRNA levels of 15 neuronal Elk-
1/SRF regulated genes were analyzed in F11 cells and in cultured primary rat DRG-
neurons. In both cell lines morphine induced mRNA-expression of the transcription 
factors Egr4 and FosB. Furthermore, in F11 cells elevated protein levels of Egr4 were 
confirmed by reporter gene studies. 
Morphine-induced ERK-1/2-mediated activation of Elk-1 represents a newly discovered 
pathway for morphine-dependent gene regulation in DRG-neurons. This new signaling 
pathway with subsequent induction of gene expression is potentially relevant for 
development of morphine tolerance. This opens new perspectives for improvement of 





3.1 Nozizeption und Schmerzwahrnehmung 
Schmerz ist definiert als ein „unangenehmes Sinnes -und Gefühlserlebnis, das mit 
aktueller oder potentieller Gewebsschädigung verknüpft ist oder mit Begriffen einer 
solchen Schädigung beschrieben wird.“ (International Association for the Study of Pain, 
1979). Damit ist Schmerz ein Warnsymptom, infolge dessen die Aufmerksamkeit auf die 
bedrohte Stelle gelenkt wird, wodurch Schutzmaßnahmen ergriffen werden können. 
Neben der räumlichen Wahrnehmung des Schmerzes gehört zur Wahrnehmung eine 
negative emotionale Komponente, eine vegetative und eine reflexartige motorische 
Antwort (Apkarian, 2008). 
Nozizeption, also Aufnahme und Weiterleitung potentiell schmerzhafter Reize, erfolgt 
über spezialisierte, afferente Nervenfasern, sog. Nozizeptoren. Als Afferenzen bezeichnet 
man Nervenfasern, die Information aus der Peripherie in das zentrale Nervensystem 
(ZNS) leiten. Die bewusste Schmerzwahrnehmung, sog. Schmerzperzeption, entsteht 
nach der Nozizeption durch die kortikale Interpretation von nozizeptiven Reizen (Tracey 
und Mantyh, 2007). Morphologisch handelt es sich bei Nozizeptoren um freie 
Nervenendigungen, die durch mechanische, chemische und/oder thermische Reize erregt 
werden. Direkt am Nozizeptor kann die nozizeptive Information moduliert werden. So 
kann es durch Entzündungsmediatoren zu Sensibilisierungsvorgängen kommen, woraus 
ein persistierender oder übersteigerter sensorischer Input von Nozizeptoren resultiert 
(Detjeen et al., 2009). Bei einem inflammatorischen Zelluntergang werden Bradykinin, 
Prostaglandine, Serotonin, Purine, Neurotrophine und Protonen freigesetzt. Diese 
Botenstoffe können periphere Nozizeptoren sensibilisieren und führen außerdem dazu, 
dass aus den Nozizeptoren selbst Neurotransmitter wie Substanz P und  calcitonin-gene-
related peptide (CGRP) freigesetzt werden, welche die Entzündung weiter unterhalten 
(Julius und Basbaum, 2001). 
Nozizeptive Information wird über zwei Fasertypen zum Rückenmark geleitet: schnelle 
Aδ-Fasern, welchen den spitzen, gut lokalisierbaren Oberflächenschmerz leiten und 




nozizeptiven Afferenzen liegt im Spinalganglion, englisch dorsal root ganglion (DRG). 
Die Umschaltung der sensiblen Afferenz findet in der Substantia gelatinosa im 
Hinterhorn des Rückenmarks mittels der Transmitters Substanz P, CGRP und Glutamat 
statt. Die Weiterleitung erfolgt zunächst über den Tractus spinothalamicus, der vom 
Hinterhorn des Rückenmarks über die Medulla oblongata zum Thalamus zieht. Von dort 
aus wird die Information in den Kortex weitergeleitet. Daneben existiert über den Tractus 
spinoreticularis eine Verbindung zwischen Rückenmark, Formatio reticularis und 
Thalamus. Diese erreicht dann den Gyrus cinguli und das limbische System. Dadurch 
werden einerseits im Hirnstamm eine Weckreaktion, motorische Abwehrbewegungen 
und vegetative Reaktionen auf den Schmerz initiiert und andererseits im limbischen 
System emotionale und affektive Folgen des Schmerzes ausgelöst (Freye, 2010, pp 9-12). 
Der Tractus spinothalamicus wird in dem Tractus neospinothalamicus und den 
entwicklungsgeschichtlich älteren Tractus paleospinothalamicus unterteilt. Die 
Leitungsbahnen des Tractus neospinothalamicus sind markhaltig und ziehen über 
spezifische Thalamuskerne direkt zum Gyrus postcentralis der Großhirnrinde. Sie leiten 
den akuten scharfen Schmerz und ermöglichen die Schmerzlokalisation (Freye, 2010, pp 
29-31). Die Information dieser Leitungsbahn kann nicht durch die absteigenden 
antinozizeptoven Neurone beeinflusst werden (Lüllmann et al., 2010, p 297). Für die 
medikamentöse Schmerztherapie hingegen sind die marklosen Fasern des Tractus 
paleospinothalamicus entscheidend, sie projizieren über unspezifische Thalamuskerne in 
fast alle Bereiche der Großhirnrinde. Somit wird ein dumpfer Schmerzreiz erzeugt, durch 
den das eigentliche Gefühl von Schmerz und außerdem die affektive 
Schmerzkomponente entsteht (Freye, 2010, pp 29-31). Die über diese Bahn geleitete 
Information kann zudem durch enkephalinergen Interneuronen des antinozizeptiven 
Systems beeinflusst werden (Lüllmann et al., 2010, p 297). 
3.2 Endogenes Opioidsystem: Opioide und ihre 
Rezeptoren 
Der Organismus besitzt durch das endogene Opioidsystem eine effektive 




Schon auf Rückenmarksebene ist eine hemmende Beeinflussung der Nozizeption 
möglich. Diese erfolgt über deszendierende antinozizeptive Bahnen aus Kernen in 
Hypothalamus und dem zentralem Höhlengrau, einer Mittelhirnstruktur (Lüllmann et al., 
2010, p 297, Tracey und Mantyh, 2007, Pinto-Ribero et al., 2007, Wang und Nakai, 1994, 
Mao und Han, 1990) Die Bahnen aus dem zentralen Höhlengrau verwenden die 
Neurotransmitter Serotonin und Noradrenalin und ziehen direkt oder über die Raphé-
Kerne und den Locus coeruleus zum Hinterhorn des Rückenmarks, wo sie enkephalinerge 
Interneurone aktivieren, welche wiederum die Freisetzung von Substanz P und anderen 
exzitatorischen Überträgerstoffen und dadurch die Weiterleitung der nozizeptiven 
Information hemmen (Freye, 2010, p 21).  
Die Modulation der Schmerzreize im Hinterhorn des Rückenmarks kann aber auch im 
Sinne einer Verstärkung ablaufen. Durch langanhaltende nozizeptive Reize kommt es zu 
















Abbildung 3.1: Schmerzweiterleitung auf Rückenmarksebene und deszendierende Hemmsysteme 
Die Umschaltung der Schmerzafferenz erfolgt im Hinterhorn des Rückenmarks auf den Tractus 
Spinothalamicus durch den Transmitter Substanz P. Parallel zur aufsteigenden Schmerzbahn existieren  
deszendierende Hemmsysteme aus dem Mittelhirn, welche auf enkephalinerge Interneurone im  























Substanzen, die an Rezeptoren binden, bezeichnet man als Liganden des jeweiligen 
Rezeptors. Die Liganden des endogenen Opioidsystems sind Endorphine, Enkephaline 
und Dynorphine. Endorphine (Endorphin α, β und γ) entstehen aus dem Vorläuferpeptid 
Proopiomelanocortin (POMC) (Eipper und Mains, 1980). Proenkephaline sind die 
Vorläuferpeptide der Enkephaline, bei denen man Leu-Enkephalin und Met-Enkephalin 
anhand ihrer Aminosäuresequenz unterscheidet. Dynorphine (Dynorphin A und B, α- und 
β-Neoendorphin) entstehen aus Prodynorphin (Cox, 1982). 
Opioidrezeptorliganden wirken an Opioidrezeptoren, von denen es drei Subtypen gibt, 
die als µ, δ und κ-Opioidrezeptoren bezeichnet werden. Zudem ist der den 
Opioidrezeptoren strukturell sehr ähnliche, OP4-Rezeptor  bekannt. Er wird auch als 
opioid-receptor-like-Rezeptor (früher Orphan-Rezeptor) bezeichnet und wird durch den 
endogenen Liganden Nociceptin alias Orphanin FQ  aktiviert. Enkephaline zeigen die 
stärkste Affinität zum δ-Opioidrezeptor (δOR), während Dynorphine vor allem an den κ-
Opioidrezeptor (κOR) binden. Die höchste Affinität zum µ-Opioidrezeptor (µOR)  zeigen 
Endomorphine (Endomorphin 1 und Endomorphin 2).  
Opioidrezeptoren kommen im ZNS vor,  werden aber auch in peripheren Geweben wie 
der Darmmukosa, auf Immunzellen, dem Nebennierenmark und im enterischen 
Nervensystem exprimiert (Hedner und Cassuto, 1987). µOR finden sich im Kortex, 
Rückenmark, Hippocampus, Thalamus, Amygdala, Mesenzephalon, Medulla oblongata 
und der Pons. κOR zeigen ein sehr ähnliches Verteilungsmuster, sie sind jedoch 
zusätzlich auch im Hypothalamus zu finden. δOR kommen generell seltener vor, werden 
aber auch im Telenzephalon und im Rückenmark exprimiert (Mansour et al., 1988). Auch 
für primär-sensorische DRG-Neurone konnte eine Opioidrezeptorexpression gezeigt 
werden (Wang und Wessendorf, 2001, Ji et al., 1995). Als eventuelles physiologisches 
Korrelat ist für diese primär-sensorische Neurone eine opioidvermittelte präsynaptische 
Inhibition nozizeptiver Reize gezeigt. Außerdem scheinen Opioide hier über µOR und 
κOR einer Hyperalgesie entgegenzuwirken, indem sie die periphere inflammatorische 
Sensibilisierung afferenter Neurone verhindern (Yaksh, 1997). Daher wurde postuliert, 
dass schon auf Ebene der primären Afferenzen eine Modulation der 
















       






Abbildung 3.2: Verteilungsmuster von Opioidrezeptoren im ZNS  
Während in Mittelhirn und Hirnstamm der Anteil an µOR-Rezeptoren am höchsten ist, ist die 
Subtypverteilung im Kortex relativ ausgewogen. Der δOR kommt überwiegend im Nucleus accumbens, 
dem Putamen und dem Nucleus caudatus vor (nach „TABLE I: Distribution of opioid receptors and 
peptides in the rat brain“(Mansour et al., 1988)). Der Vollständigkeit halber werden auch periphere 
Expressionsorte von Opioidrezeptoren genannt. 
 
 
Aus der Verteilung der Rezeptorsubtypen lassen sich Rückschlüsse auf die Wirkung der 
jeweiligen Liganden ziehen. Die starke Präsenz des µOR im Hirnstamm, wo sich auch 
Atem -und Kreislaufzentren befinden, lässt die Beeinflussung dieser Zentren durch µ-
Liganden wahrscheinlich werden. Die vermehrte Expression des µOR in Amygdala und 
Nucleus accumbens kann einen Grund für die starke Sucht -und 
Abhängigkeitsentwicklung durch µ-Liganden darstellen (Freye, 2010, pp 53-53). 
Alle Opioidrezeptoren vermitteln Analgesie. Während über δOR -und µOR-vermittelte 
Effekte ein hohes Abhängigkeitspotential haben, ist dies bei den durch κ-Liganden 
vermittelten Effekten geringer (Martin et al., 1976). Hier ist dafür eine Dysphorie und 
Induktion von Diurese typisch. Liganden am µOR wird die Vermittlung einer besonders 
ausgeprägten Euphorie, einer Bradykardie und einer ausgeprägten Obstipation 
Periphere Expressionsorte von Opioidrezeptoren: 
Nebennierenmark  
enterisches Nervensystem, Darmmukosa 
Immunzellen 
Telenzephalon: 
Kortex µ ~ κ ~ δ  
Amygdala µ > κ > δ 
Nucleus accumbens µ ~ δ > κ 
 
Rückenmark: µ > κ > δ  
Mesenzephalon /Medulla oblongata: µ > κ > δ  




zugeschrieben. Eine Aktivierung des δOR wirkt regulativ im Sinne einer 
Hormonsekretion und Koordinierung der Stressreaktion (Martin et al., 1976). 




















































Tabelle 3.1: Überblick über die Opioidrezeptorsubtypen, deren Liganden und Wirkungsprofil 
µOR-Liganden wirken hauptsächlich analgetisch, atemdepressiv und kreislaufdepressiv, κOR-Liganden 
vorwiegend sedativ und δOR-Liganden regulativ. ( nach Freye, 2010, pp 48-52) 
 
 
3.3 Opioide in der Medizin 
Die meisten Opiate unterliegen in Deutschland der 
Betäubungsmittelverschreibungsverordung. Dies gilt jedoch nicht für die schwächer 
wirkenden Substanzen Tramadol und das Kombinationspräparat Tilidin/Naloxon. Das als 
Antitussivum eingesetzte Codein unterliegt bis zu einer festgelegten Höchstgrenze 




3.3.1 Einsatzbereiche und Therapieansätze 
 
Es existieren diverse Applikationsformen für Opioide. So stehen orale, bukkale, 
transdermale, rektale aber auch epidurale Verabreichungsformen zur Auswahl 
(Arzneimittelbrief, 2011,45, 65) 
Indikationen zur Opioidtherapie sind starke akute oder chronische Schmerzen. Bei 
chronischen Schmerzen unterscheidet man zwischen tumorbedingten und nicht-
tumorbedingten Schmerzen. Bei nicht-tumorbedingten chronischen Schmerzen ist es 
wahrscheinlicher, dass die Behandlung über längere Zeit hinweg andauert. Somit rücken 
hier Probleme der Abhängigkeitsentwicklung und Toleranzentwicklung stärker in den 
Vordergrund. Daher ist noch nicht endgültig geklärt, ob bei nicht-tumorbedingten 
chronischen Schmerzen Opioide als Mittel der Wahl zu sehen sind (Allegri et al., 2012, 
Ballantyne und Shin, 2008). Unter Berücksichtigung der individuellen Problematik sind 
Opioide jedoch auch hier meist als sehr effektiv einzustufen (Pergolizzi et al., 2008). In 
Deutschland werden bei chronischen Schmerzen häufig Opioide, besonders transdermale 
Fentanylpflaster, verordnet. Die Verordnungszahlen sind deutlich gestiegen und bei 
einem Großteil handelt es sich um nicht-tumorbedingte chronische Schmerzen. Fentanyl 
kann jedoch besonders bei Patienten, die zuvor keine Opioide erhielten eine gefährliche 
Atemdepression auslösen. Oftmals folgt die Verordnung jedoch direkt nach einem 
Therapieversuch mit nicht-Opioid-Analgetika. Der teilweise unangemessene Einsatz 
dieser transdermalen Systeme kann daher mit einem Risiko für den Patienten einhergehen 
(Garbe et al., 2012). 
Zur Therapie tumorbedingter Schmerzen bietet das WHO-Stufenschema eine Übersicht 
über die verfügbaren Analgetika. Es unterscheidet zwischen nicht-Opioid-Analgetika 
(Stufe I), schwachen Opioiden (Stufe II) und starken Opioiden (Stufe III). Ein 
eskalierendes Vorgehen wird empfohlen. Stufe II und III sollten nicht miteinander 
kombiniert werden, aber Analgetika der Stufe I können mit Opioidanalgetika kombiniert 
werden. Zusätzlich kann man in jeder Stufe Adjuvantien verwenden, deren Angriffspunkt 
vegetative oder emotionale Schmerzkomponenten sind. Dazu zählt man beispielsweise 






















Tabelle 3.2: WHO-Stufenschema zur Therapie von Tumorschmerzen 
Nach World Health Organisation. Cancer Pain Relief. Genf, 1996 
Primär sollte ein Nicht-Opioid-Analgetikum verwendet werden. Wenn hierdurch keine Schmerzlinderung 
erreicht wird, kann dieses mit einem schwachen Opioid kombiniert werden. Erst wenn dies wiederum keine 
Schmerzlinderung bringt, wird auf ein starkes Opioid ggf. in Kombination mit einem Nicht-Opioid-
Analgetikum eskaliert, wobei eine Kombination von Vertretern der Stufe II und III nicht zulässig ist. 
 
Eine orale Opioidtherapie sollte möglichst mit Retardpräparaten erfolgen, da hiermit 
genauso wie mit Dauerinfusionen ein relativ konstanter Blutspiegel erreicht werden kann. 
Das Ausmaß des euphorisierenden Effektes und dadurch das Suchtpotential eines Opioids 
hängt von der Geschwindigkeit des Anflutens im Gehirn ab. Deswegen sind stark 
lipophile Substanzen, welche die Blut-Hirn-Schranke leicht passieren, genauso wie 
schnelle und große Blutspiegelschwankungen besonders suchtgefährdend (Lüllmann et 
al., 2010, p 300). Heroin hat verglichen mit Morphin ein deutlich höheres Suchtpotential, 
da es die Blut-Hirn-Schranke besonders gut passiert. Es werden rasch hohe 
Konzentrationen im ZNS erreicht, weshalb sich innerhalb von Minuten eine Euphorie, 
der sog. „Kick“ einstellt. Zudem ist der entstehende Metabolit 6-Monoacetymorphin ein 
extrem potenter µOR-Ligand (de Ridder, 2000). Diese suchtauslösenden Eigenschaften 
sind bei medizinisch verwendeten Opioiden zu vermeiden. Für die Behandlung von 
Tumorschmerzen nutzt man zusätzlich zu einem Retardpräparat noch ein schnell 
wirkendes Präparat desselben Wirkstoffes, um plötzlich auftretende, starke 
Durchbruchsschmerzen zu kupieren. Außerdem sollte zu Beginn jeder Opioidtherapie 
sofort mit der Behandlung von unerwünschten Wirkungen durch Adjuvantien begonnen 
werden. Als wichtige Adjuvantien kommen Laxantien und Antiemetika zum Einsatz, um 





3.3.2 Medizinisch relevante Opioide 
 
Morphin gilt als der Goldstandard bei der Therapie mit Stufe III Opioiden. Eine 
Überlegenheit der neueren synthetischen Liganden, wie beispielsweise Oxycodon, 
Fentanyl, Methadon oder Hydromorphon ist nicht bewiesen (Quigley, 2008).  
Morphin wirkt als aktivierender Ligand am µOR (Dhawan et al., 1996, Rowbotham, 
2001). Es wird als Referenzsubstanz mit einer analgetischen Wirkstärke von 1 verwendet. 
Die Anschlagszeit beträgt 5 min nach intravenöser Gabe und 20 min nach oraler 
Applikation. Die Halbwertszeit liegt bei 2-3 h (Sitte, 2007). Hohe Dosen führen 
zusätzlich zum analgetischen Effekt auch zu Hypnose -und Narkose-ähnlichen 
Zuständen. Morphin wird in der Leber zu biologisch aktiven Metaboliten, hauptsächlich 
Morphin-3-Glucuronid und Morphin-6-Glucuronid, umgebaut. Morphin-6-Glucuronid 
gelangt über bislang ungeklärte Transportmechanismen über die Blut-Hirn-Schranke ins 
Gehirn, wo es im Extrazellulärraum vorliegt. Es hat eine mit Morphin vergleichbar hohe 
Affinität zum µOR. Bei oraler Morphinzufuhr kumuliert Morphin-6-Glucuronid im 
Blutplasma und kann dort für bis zu 10 h gemessen werden. Morphin-3-Glucoronid 
erreicht bei Kumulation Plasmakonzentrationen, die um das 10-fache höher sind. 
Allerdings ist dieser Metabolit nur ein schwacher µOR-Agonist (Ziegler und Prokopek, 
1992, Frolich et al., 2011). Weitere wichtige Opioide der Stufe III sind Fentanyl, 
Buprenorphin und Methadon. Fentanyl ist stark lipophil und hat eine sehr kurze und 
extrem potente Wirkung. Es wird im Rahmen der Anästhesie sowie in transdermalen 
Applikationssystemen verwendet und besitzt ein großes Suchtpotential. Seine Wirkdauer 
beträgt eine Stunde, es wird jedoch im Fettgewebe gespeichert und aus diesem erst über 
einen Zeitraum von 6-12 h wieder freigesetzt. Buprenorphin wirkt sehr lange und stark. 
Es wirkt als Agonist am µOR und als Antagonist am κOR. Aufgrund der starken 
Rezeptoraffinität kann im Falle einer Vergiftung nicht mit dem Opioidantagonist Naloxon 
therapiert werden. Methadon hat eine lange, jedoch individuell variable Halbwertszeit 
und wirkt außerdem ketaminähnlich am NMDA-Rezeptor, einem Glutamatrezeptor. Es 
wird zur Substitutionstherapie bei Opioidabhängigkeit verwendet (Lüllmann et al., 2010, 




Zu den schwach wirkenden Opioiden gehören Tilidin, Tramadol und Codein. Tilidin ist 
in Deutschland aus gesetzlichen Gründen nur in Kombination mit Naloxon im Handel. 
Es wird in der Leber zu seinem aktiven Metaboliten Nortilidin umgebaut, daher ist es bei 
Leberinsuffizienz ungeeignet. Tramadol ist ein Racemat. Das (+)-Enantiomer ist ein 
µOR-Agonist und hemmt zusätzlich die Serotonin-Wiederaufnahme in Neuronen. Es 
wirkt mittelstark und rasch, hat eine hohe orale Bioverfügbarkeit und weniger 
Nebenwirkungen als Morphin. Tramadol unterliegt nicht der 
Betäubungsmittelverschreibungsverordnung. Codein und Dihydrocodein  werden in der 
Leber zu Morphin metabolisiert. Dies geschieht durch Zytochrom P450-Enzyme, wobei 
dieser Stoffwechselweg bei etwa 5 % der Mitteleuropäer genetisch eingeschränkt ist  
(Lüllmann et al., 2010, pp 296-303, Lemmer und Fülgraff, 2010). Codein und 
Dihydrocodein werden vorrangig als Antitussiva eingesetzt. Die antitussive Wirkung 
beruht auf einer Blockade des Hustenzentrums in der Medulla oblongata (Freye, 2010, p 
79). 
 
3.3.3 Limitationen und Nebenwirkungen 
 
Opioide hemmen das Atemzentrum, daher sind sie kontraindiziert bei Säuglingen mit 
noch unreifem Atemzentrum, bei Therapie mit anderen atemdepressiven Pharmaka und 
bei chronisch verminderter Ansprechbarkeit des Atemzentrums. Opioide wirken 
parasympathomimetisch, wodurch es zu Miosis kommt. Über periphere Wirkungen 
kommt es zur Tonussteigerung der glatten Muskulatur. Dies führt zu Darmträgheit, 
Blasenentleerungsstörungen und Abflussstörungen in Gallenblase und Pankreas. Opioide 
wirken hypnosedativ. Sie verändern die Stimmungslage häufig hin zu einer Dysphorie, 
manchmal auch hin zu Unruhe, Erregungszuständen und Psychosen (Lüllmann et al., 
2010, pp 296-303). Außerdem wirken Opioide emetogen indem sie die 
Chemorezeptortriggerzone reizen, die wiederum das Brechzentrum aktiviert. Opioide 
können Muskelrigidität bis hin zu Muskelstarre induzieren, da sie Opioidbindestellen im 
Striatum binden und dort eine gesteigerte cholinerge Aktivität hervorrufen. Durch 




(Freye, 2010, pp 88, 92, 9). Weitere unerwünschte Wirkungen sind Juckreiz, Somnolenz 
und Mundtrockenheit (Labianca et al., 2012).  
Bei längerer Opioidgabe kommt es zu Toleranzentwicklung, Hyperalgesie und 
Abhängigkeit (Koch und Höllt, 2008, Chang et al., 2007). Unter Toleranzentwicklung 
versteht man eine Abnahme von Wirkdauer und Wirkstärke eines Pharmakons. In 
seltenen Fällen beobachtet man sogar eine vollständige Opioidtoleranz, so dass keine 
erfolgreiche Schmerztherapie mehr durchgeführt werden kann (Johnstone und Smith, 
1992). Chronische Opioidgabe führt zu selektiver Toleranzentwicklung auf Übelkeit, 
Sedierung, Atemdepression und Euphorie während Obstipation und Miosis kaum einer  
Toleranzentwicklung unterliegen. Außerdem führt chronische Opioidgabe zu 
pathologischen Schmerzzuständen wie Hyperalgesie, Allodynie und Spontanschmerzen. 
Dies erfolgt durch zentrale Sensibilisierung und pronozizeptive 
Gegenregulationsmechanismen über die Aktivierung spinaler NMDA-Rezeptoren 
(Freye, 2010, pp 319-336). Opioidabhängigkeit besteht aus physischen Komponenten wie 
Entzugssymptomen  und psychischen Anteilen wie Euphorie. Abhängigkeit entsteht im 
dopaminergen Belohnungssystem, über das Opioide ihre euphorisierenden Effekte 
vermitteln, wo es dann aber langfristig zu Veränderungen auf molekularer Ebene kommt. 
Diese langfristigen Veränderungen entstehen durch Genexpressionsveränderungen 
(Nestler und Aghajanian, 1997). Toleranzentwicklung durch Opioide im Sinne einer 
abgeschwächten Wirkstärke findet man auch bei peripheren Opioidrezeptoren in 
Rückenmark und DRG-Neuronen (Hong et al., 2010, Belanger et al., 2002, Crain et al., 
1988).  
Es gibt Schmerzen, die nur schlecht auf eine Opioidtherapie ansprechen. Diese sog. 
opioidrefraktären Schmerzen sind meist chronisch und sehr schwer zu therapieren. Dazu 
gehören Verspannungsmuskelschmerzen, neuropathische Schmerzen wie Neuralgien 
oder Phantomschmerzen, viszerale Schmerzen und Schmerzen im Rahmen einer 
psychischen Erkrankung (Freye, 2010, pp 56-57). 
Neuropathischer Schmerz wird definiert als ein Schmerz, dessen Ursache eine Läsion 
oder Dysfunktion des zentralen oder peripheren Nervensystems ist (Internationale 
Gesellschaft zum Studium des Schmerzes (IASP)). Bei neuropathischen Schmerzen 




Ionenkanalveränderungen, neurogene Entzündungsprozesse, erhöhte neuronale 
Spontanaktivität und Sensibilisierung primär-sensorischer Neurone (Freye, 2010, pp 56-
57). Theoretisch könnten Opioide durchaus auch bei neuropathischem Schmerz 
eingesetzt werden, jedoch sind hierfür so hohe Opioiddosen nötig, dass die auftretenden 
Nebenwirkungen in der Praxis oft zum Therapieabbruch führen (Dellemijn, 1999). Hätte 
man zukünftig Opioidanalgetika mit günstigerem Nebenwirkungsprofil, könnten in der 
Behandlung neuropathischer Schmerzen Fortschritte gemacht werden. 
 
3.4 G-Protein-gekoppelte Rezeptoren 
Rezeptoren auf Zelloberflächen ermöglichen die interzelluläre Kommunikation im 
Organismus. Die Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR) stellt die größte 
und vielfältigste Gruppe von Transmembranrezeptoren dar. Durch eine Ligand-Rezeptor-
Interaktion wird ein intrazelluläres Signal ausgelöst (Larhammar et al., 1993). Man 
unterscheidet in Abhängigkeit von dem Effekt, den ein Ligand an einem Rezeptor 
induziert zwischen Agonisten und Antagonisten. Nach dem Modell der Selektion der 
Rezeptorkonformation liegt eine Rezeptorpopulation im Grundzustand in einem 
insgesamt inaktiven Zustand vor. Das bedeutet, ein Großteil der Rezeptoren befindet sich 
in der inaktiven Konformation. Da jedoch spontane Übergänge in die aktive 
Konformation möglich sind, befindet sich ein Bruchteil in der aktiven Konformation 
(Lüllmann et al., 2010, pp 12-15). Ein Agonist bindet bevorzugt an die aktive 
Konformation und stabilisiert diese, so dass das Gleichgewicht in Richtung aktiver 
Konformation verschoben wird. Ein inverser Agonist bindet die inaktive Konformation, 
so dass das Gleichgewicht in Richtung inaktiv verschoben wird. Ein Antagonist bindet 
hingegen gleich gut an die aktive und die inaktive Konformation. Die Wirkstärke eines 
Liganden ergibt sich daraus, wie stark er das Gleichgewicht verschieben kann.(Hill, 2006, 
Gether und Kobilka, 1998, Samama et al., 1993). Die Affinität eines Liganden und somit 
seine Verdrängbarkeit am Rezeptor wird durch die Bindungsgleichgewichtskonstante KD 
angegeben. Sie entspricht der Ligandenkonzentration, bei der 50 % der Rezeptoren belegt 




(Bmax) auf der Zelloberfläche ermittelt und somit die Sättigbarkeit der Ligand-Rezeptor-
Bindung definiert (Lüllmann et al., 2010, pp 12-15).  
Bei Naloxon handelt es sich um einen inversen Agonist (Cruz et al., 1996). Buprenorphin 
ist ein Partialagonist (Sitte, 2007). DAMGO, Morphin, DPDPE und DSLET sind 
Agonisten an Opioidrezeptoren und CTAP ist ein selektiver µOR-Antagonist (Dhawan et 
al., 1996, Itzhak und Pasternak, 1987). Siehe auch 4.1.4.1 
 
3.4.1 Durch GPCR induzierte Signaltransduktionskaskaden 
 
GPCR bestehen aus sieben Transmembrandomänen mit einem extrazellulären N-
Terminus und einem intrazellulären C-Terminus. Eingeteilt werden sie in drei große 
Familien (Typ A, B und C), deren größte die Rhodopsin (Typ A) Subfamilie darstellt 
(Gether und Kobilka, 1998). An die hydrophoben Transmembrandomänen ist ein 
heterotrimeres G-Protein assoziiert, das aus je einer α-, β -und γ-Untereinheit besteht 
(Fong, 1996). Die namensgebende α-Untereinheit bindet Guanosintriphosphat (GTP)  
oder Guanosindiphosphat (GDP) und besitzt GTP-Hydrolyse (GTPase) Aktivität. Die 
anderen beiden Untereinheiten bilden den fest verbundenen βγ-Komplex. Die Bindung 
eines Agonisten an den Rezeptor verursacht Konformationsänderungen, die einerseits zur 
Dissoziation des βγ-Komplexes und andererseits zu einer Aktivierung der α-Untereinheit 
durch GTP Bindung führen, da der aktivierte Rezeptor den Austausch von GDP durch 
GTP reguliert. Die intrinsische GTP-Hydrolyse zu GDP beendet die Ligandenwirkung 
wieder und ermöglicht die Reassoziation der α-Untereinheit mit dem βγ-Komplex 
(Conklin und Bourne, 1993, Birnbaumer et al., 1990, Bourne et al., 1989). Sowohl die α-
Untereinheit als auch die βγ-Untereinheit können intrazelluläre Signalkaskaden initiieren. 
Abhängig von der Art der α-Untereinheit kommt es nun zu verschiedenen Effekten 
(Freissmuth et al., 1989). Gαi/o-gekoppelte Rezeptoren bewirken bei Aktivierung eine 
Inhibition der Adenylylcyclase (AC). Gαi/o-gekoppelte Rezeptoren sind Pertussis Toxin 
(PTX)-sensitiv. Das Toxin führt über eine ADP-Ribosylierung der α-Untereinheit zu 
dessen Inaktivierung (Parolaro et al., 1990). Eine Inhibition der AC bewirken auch Gαz-




einem Gαs-Protein, die nach Ligandenbindung zur Aktivierung der AC führen. Gαq-
gekoppelte Rezeptoren aktivieren die Phospholipase Cβ (PLCβ) und GPCR mit Gα12-
Kopplung aktivieren Rho-guaninenucleotide exchange factor (Rho-GEF) (Pierce et al., 
2002, Birnbaumer, 2007). Rho (Ras homologue) gehört zur Ras-Familie kleiner GTPasen. 










Abbildung 3.3: vereinfachte Darstellung der Vorgänge nach Aktivierung eines GPCR 
Nach Aktivierung eines GPCR kommt es zur Dissoziation des βγ-Komplexes und zum Austausch des an 
die α-Untereinheit gebundenen GDP durch GTP. Weitere Signalkaskaden werden angestoßen. Diese sind 
abhängig von der Art der Gα-Untereinheit. 
 
Gαs-gekoppelten Rezeptoren aktivieren die AC, ein Transmembranenzym, das den 
Botenstoff cyclisches Adenosinmonophosphat (cAMP) aus Adenenosintriphosphat 
(ATP) synthetisiert. cAMP bewirkt über eine Bindung an die Proteinkinase A (PKA) 
deren Konformationsänderung und somit deren Aktivierung (Rassow, 2006). PKA ist ein 
Heterotetramer, bestehend aus zwei regulatorischen und zwei katalytischen 
Untereinheiten. Die cAMP-Bindung an die regulatorischen Untereinheiten setzt die 
katalytischen Untereinheiten frei, welche die Phosphorylierung der PKA-Substrate 
vermitteln. Aktive katalytische Untereinheiten können auch in den Zellkern translozieren 
und dort Transkriptionsfaktoren aktivieren (Shemarova, 2009). Durch die PKA-




























kann dieses nun an cAMP-responsive-elements (CRE) binden und cAMP-abhängige 
Gene werden transkribiert (Rassow, 2006). 
Den gegenteiligen Effekt auf die AC haben Gαi/o-gekoppelte GPCR. Jedoch dient hier 
besonders auch der βγ-Komplex als Initiator von intrazellulären Signalkaskaden wie der 
Aktivierung der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K), der PLCβ, Kaliumkanälen und 
der AC (Neves et al., 2002). Durch PLCβ-Aktivierung werden Diacylglycerol (DAG) und 
Inositoltriphosphat (IP3) freigesetzt, was zu Aktivierung von Proteinkinase C (PKC) und 
zur Kalziumfreisetzung führt (Fukami et al., 2010). PKC wiederum kann Mitogen 
Activated Protein Kinases (MAPK) aktivieren (Belcheva und Coscia, 2002). 
Die Gαq-Untereinheit führt bei Aktivierung zur Stimulation der PLCβ.  Die Familie der 
PLC besteht aus den vier Subtypen PLCβ, PLCγ, PLCδ und PLCε. Die PLC katalysiert 
die Freisetzung der second messenger DAG und IP3 aus Phosphatidylinositolbisphosphat 
(PIP2). Die Subtypen werden unterschiedlich reguliert, so aktivieren Gαq-gekoppelte 
Rezeptoren und βγ-Untereinheiten PLCβ. PLCδ wird vor allem kalziumabhängig 
reguliert, PLCγ wird kalziumabhängig, aber auch durch Tyrosinkinasen aktiviert und 
PLCε kann durch das monomere G-Protein Ras beeinflusst werden (Fukami, 2002). DAG 
aktiviert die PKC durch Bindung an eine regulatorische Untereinheit. Die Aktivierung 
der Serin/Theroninkinase PKC hat v.a. eine Aktivierung der MAPK zur Folge. IP3 führt 
zur Erhöhung der intrazellulären Kalziumkonzentration indem es an IP3-Rezeptoren, 
Kalziumkanäle am Endoplasmatischen Retikulum, bindet. Kalzium bindet an das 
Bindeprotein Calmodulin, wodurch eine Aktivierung Calmodulin-abhängiger-Kinasen 
(CamK) erfolgt. Kalzium führt außerdem zu einer Aktivierung der PKC (Rassow, 2006, 






Abbildung 3.4: Intrazelluläre Signalkaskade nach Aktivierung von G-Proteinen verschiedener 
Subtypen 
Die intrazellulären Konsequenzen einer G-Protein-Aktivierung unterscheiden sich deutlich voneinander, 





 PLCβ ↑ 
cAMP ↓ 
cAMP ↑ 
 DAG/IP3 ↑ 
PKA ↓ 
PKA ↑ 










Ein Rezeptor besitzt die Fähigkeit die Signalstärke zu regulieren. Durch die intrinsische 
GTPase Aktivität der α-Untereinheit kommt es über GTP-Hydrolyse zur Beendigung der 
Signaltransduktion. Durch regulators-of-G-protein-signalling-Proteine (RGS-Proteine) 
kann dies beschleunigt werden. RGS-Proteine sind GTPase Aktivatoren (Taylor und 
Fleming, 2001). 
GPCR haben über Desensitisierung und Internalisierung die Möglichkeit, Rezeptordichte 
und Empfindlichkeit zu verändern und die Zelle so vor Überstimulation zu schützen. 
Hierzu tragen verschiedene Mechanismen bei. So entkoppelt der Rezeptor von seinem G-
Protein, es kommt zur Rezeptorinternalisierung und längerfristig nimmt die 
Rezeptormenge ab (down-regulation) (Ferguson, 2001).  Die Entkopplung des G-Proteins 
vom Rezeptor erfolgt nach dessen Phosphorylierung durch PKA und PKC. Man spricht 
von heterologer Desensitisierung, da die PKA/PKC-Aktivierung nicht unbedingt durch 
den Rezeptor selbst erfolgt sein muss, der nun desensitisiert wird (Pierce et al., 2002, 
Shukla et al., 2011). Homologe Desensitisierung hingegen erfolgt über das G-Protein-
Rezeptor-Kinasen (GRK)-Arrestin-System. GRK phosphorylieren zuvor aktivierte 
Rezeptoren und ermöglichen somit die Bindung von Adapterproteinen, den Arrestinen, 
an den Rezeptor. Durch die Arrestinbindung wird eine erneute Bindung von G-Proteinen 
an den Rezeptor verhindert und somit der Rezeptor desensitisiert (Pierce et al., 2002, 
Shukla et al., 2011). Arrestine spielen eine wichtige Rolle bei der 
Rezeptorinternalisierung, da sie wiederum mit Clathrin interagieren und dieses an die 
Zellmembran zum Rezeptor dirigieren. Clathrin ermöglicht in Form der clathrin-coated-
pits Endozytosevorgänge (Oakley et al., 1999). Des Weiteren  können Arrestine über 
Interaktionen mit Ubiquitinligasen auch eine Ubiquitinierung und den darauffolgenden 
lysosomalen Abbau des Rezeptors initiieren (Shenoy et al., 2001). Ein Teil der 
Rezeptoren kann nach einer gewissen Zeit an die Zellmembran zurückkehren, man 
bezeichnet dies als Resensitisierung (Zhang et al., 1997). Außerdem können Arrestine als 
Signalmoleküle funktionieren, die im Falle einer Rezeptordesensitisierung G-Protein-
unabhängig den MAPK-Signalweg aktivieren und somit Einfluss auf 
Genexpressionsregulation nehmen können. So ist eine Aktivierung von ERK-1/2, p38 
und JNK3 aus der Familie der MAPK durch Arrestin möglich (Shukla et al., 2011, Ma 





3.4.2 Genregulation durch GPCR 
 
Klassischerweise verursachen Wachstumsfaktoren Genexpressionsveränderungen in der 
Zelle (Rollins und Stiles, 1989, Johansen und Prywes, 1995). Der nerve growth factor 
(NGF) ist beispielsweise ein Wachstumsfaktor, der in sensorischen und sympathischen 
Neuronen Wachstum und Differenzierung induziert (Levi-Montalcini und Angeletti, 
1968). 
Auch andere extrazelluläre Signale sowie die Aktivierung eines GPCR können die 
Transkription bestimmter Gene initiieren. (van Biesen et al., 1996, Selbie und Hill, 1998). 
Eine zentrale Rolle bei der Transkriptionsregulation durch GRCR spielt die Familie der 
MAPK, mit ihren Subtypen extracellular-regulated-kinases 1 und 2 (ERK-1/2), Jun-N-
terminal-kinase (JNK), p38 und ERK-5. Für ERK-1/2 ist bekannt, dass Gαq, Gαs und 
Gαi/o-gekoppelte Rezeptoren eine Phosphorylierung induzieren können (van Biesen et al., 
1996). Gαi/o-Rezeptoren aktivieren ERK-1/2 über den βγ-Komplex und eine PKC-
Aktivierung (Belcheva und Coscia, 2002). Außerdem kann die βγ-Untereinheit über  
aktivierte PI3K mittels der Adapterproteine Shc (SH2-domain-containing α2 kollagen 
related proteins) und Grb2 (growth factor receptor bound protein 2), dem GEF Sos (son 
of sevenless) und dem monomeren G-Protein Ras eine ERK-1/2 Phosphorylierung 
induzieren (van Biesen et al., 1996). Bei Gαq-Rezeptoren hingegen erfolgt die 
Aktivierung der ERK-1/2 über PLC und PKC, wobei als Mechanismus eine direkte 
Aktivierung der MAPK-Kinase-Kinase (Raf) durch PKC angenommen wird. Gαs-
gekoppelte Rezeptoren können über PKA und das monomere G-Protein Rap1 Einfluss 
auf ERK-1/2 nehmen (van Biesen et al., 1996). All diese Signalwege konvergieren dann 
auf die MAPK-Kinase-Kinase (Raf), deren Aktivierung eine Aktivierung der MAPK-
Kinase (MEK) nach sich zieht, wodurch ERK-1/2-aktiviert wird. Nach ihrer Aktivierung 
translozieren die MAPK in den Zellkern, wo sie durch Phosphorylierung 
Transkriptionsfaktoren regulieren. Daher stellt der MAPK-Signalweg einen essentiellen 
Schritt in der Signaltransduktion vom Rezeptor zur Genregulation dar (Marinissen und 
Gutkind, 2001, Davis, 1995) (Abbildung 3.5). 
Zu den Mechanismen der Aktivierung anderer MAPK ist nicht so viel bekannt wie für 
ERK-1/2. JNK kann durch freie βγ-Untereinheiten über das kleine G-Protein rac aktiviert 




Eine Aktivierung von ERK- 5 ist durch Gαq und Gα13-gekoppelte Rezeptoren möglich 
(Marinissen und Gutkind, 2001).  
 
Eukaryotische Transkription erfolgt über Ribonukleinsäure (RNA)-Polymerase II, die 
durch Transkriptionskomplexe an einen Core Promotor rekrutiert wird. Im Falle der 
RNA-Polymerase II ist dieser Core Promotor häufig die TATA-Box. Zur 
Transkriptionsinitiation kommt es, wenn sich ein stabiler Initiationskomplex aus basalen 
Transkriptionsfaktoren und RNA-Polymerase II am Promotor gebildet hat. Die basale 
Transkriptionsrate ist jedoch relativ gering. Außerhalb der Core Promotor Region liegen 
zusätzlich regulatorische Elemente um die niedrige basale Transkriptionsrate zu steigern 
und Genexpression zu kontrollieren (Hawkins und Phillips, 1996). Genexpression ist 
gewebespezifisch und durch Stimuli induzierbar. Response elements wie das CRE 
zeichnen sich dadurch aus, dass sie Transkriptionsfaktoren spezifisch binden und über 
diese reguliert werden können. Manche Transkriptionsfaktoren werden unter basalen 
Bedingungen wenig exprimiert, sie sind induzierbar und regulieren dann die 
Transkription. Andere Transkriptionsfaktoren liegen schon an das response element 
gebunden vor und können dort direkt aktiviert werden. Die gängigste 
Aktivierungsmethode für einen Transkriptionsfaktor ist die Phosphorylierung durch eine 
Proteinkinase (Nestler und Hyman, 2002). Auf diesem Wege führen auch die 
Signalkaskaden, die nach Aktivierung eines GPCR angestoßen werden zur 
Genexpression. Transkriptionsfaktoren regulieren die Genexpression indem sie 
spezifische DNA-Sequenzen binden, Kofaktoren rekrutieren und somit den 



























Abbildung 3.5: Aktivierung des ERK-1/2-Signalwegs durch GPCR 
Über die Mechanismen der ERK-1/2-Aktivierung ist mehr bekannt, als über die der anderen Mitglieder der 
MAPK-Familie. Nach ihrer Aktivierung können MAPK Transkription regulieren und dadurch auf 
Genregulation Einfluss nehmen. 
 
Die Transkriptionsregulation durch Liganden an GPCR kann über diverse response 
elements erfolgen, wobei die bekanntesten serum response element (SRE) oder CRE sind 
(Ho et al., 2009). 
Der Transkriptionsfaktor CREB ist als Homodimer an die CRE-Sequenz (TGACGTCA) 
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binding protein (CBP) wird der aktivierte CREB/CRE-Komplex in räumliche Nähe zum 
Transkriptionsapperat gebracht (Andrisani, 1999). Eine Aktivierung von CREB durch 
Phosphorylierung ist durch PKA, PKC, CamK und ERK-1/2 möglich (Johannessen et al., 
2004). CREB gehört durch seine basische Leucin-Zipper-Domäne zu der bZIP-Familie 
der Transkriptionsfaktoren. Über die Leucin-Zipper-Domäne wird die Bindung an die 
DNA und auch die Dimerisierung vermittelt, während über die kinase-inducible-domain 
(KID) die Transkriptionsaktivität reguliert wird. In dieser KID-Region befindet sich das 
Serin133. An die CRE-DNA-Sequenz kann außerdem  cAMP-responsive-element-
modulator (CREM) binden und dadurch CRE-abhängige Gentranskription inhibieren 
(Shaywitz und Greenberg, 1999). Jedoch sollte beachtet werden, dass nicht jede CREB-
Phosphorylierung an Serin 133 zwangsläufig zu einer Transkriptionsaktivierung führt, 
bzw. dass das Ausmaß der CREB-Phosphorylierung nicht mit der Bindungsaffinität von 
CREB an CRE korreliert (Mayr und Montminy, 2001, Bonni et al., 1995). 
Das SRE wird über serum response factor (SRF) und ternary complex factors (TCF) 
reguliert. Für die Bindung von SRF an SRE ist die CC[AT]6GG-Sequenz verantwortlich. 
Am 5’Ende befindet sich ein eine E-twenty-six (ETS)-Bindedomäne (CAGGAT), an die 
TCF binden können. SRF ist ein dimeres Protein das jeweils spezifische Domänen zur 
Dimerisierung, DNA-Bindung, Interaktion mit TCF und Phosphorylierung besitzt. Durch 
die Phosphorylierung wird die DNA-Bindung an SRE verstärkt und dadurch 
Transkription initiiert (Treisman, 1992). SRF wird durch ERK-1/2, PI3K, CamK und 
Rho-GTP aktiviert (Knoll und Nordheim, 2009). 
TCF gehören zur Familie der E-twenty-six (ETS) Transkriptionsfaktoren. Sie werden über 
Phosphorylierung durch ERK-1/2, p38 und JNK aktiviert. Zur Subfamilie der TCF 
gehören neuroepithelial transforming gene-1 (Net-1), E-twenty-six-like transcription 
factor-1 (Elk-1) und SRF accessory protein-1 (Sap-1). TCF bilden zusammen mit zwei 
SRF Molekülen einen ternären Komplex. Sie sind aus einer N-terminalen Ets-Domäne 
zur DNA Bindung, einer B-Box zur Interaktion mit SRF und einer C-Domäne aufgebaut. 
Die C-Domäne enthält Phosphorylierungsstellen und reguliert somit die Aktivität. Durch 
Phosphorylierung wird die Interaktion zwischen C -und Ets-Domäne inhibiert und somit 













Abbildung 3.6: Genaktivitätsregulation über CRE und SRE durch GPCR-Liganden 
Phosporyliertes CREB aktiviert CRE-abhängige Transkription. TCF bilden mit zwei Molekülen SRF einen 
ternären Komplex und aktivieren Gene die unter der Regulation  von SRE und ETS Domänen 




Opioidrezeptoren sind G-Protein gekoppelte Rezeptoren die mit PTX-sensitivem Gαi/o-
Protein assoziiert sind. PTX ist das Toxin des Bakteriums Bordetella Pertussis und führt 
über eine ADP-Ribosylierung der α-Untereinheit des heterotrimeren G-Proteins zu dessen 
Inaktivierung (Parolaro et al., 1990). δOR, κOR und µOR können mit der Familie der 
Gαi/o-Proteine interagieren. Dazu gehören Gαi, Gαo und Gαz (Connor und Christie, 1999). 
Die Familie der Gαi/o-Rezeptoren kommt vor allem in neuronalem Geweben vor. Gαz ist 
PTX-insensitiv, seine physiologische Funktion ist noch nicht vollständig geklärt (Ho und 
Wong, 1998). Morphinadministration führt im Tiermodell und im Menschen zu 
Analgesie (Yaksh und Rudy, 1976, Onofrio und Yaksh, 1990) und die synaptische 
Übertragung im Hinterhorn des Rückenmarks wird durch Opioide beeinflusst. Opioide 
vermindern die Neurotransmitterausschüttung aus primär-sensorischen Neuronen (Collin 
et al., 1991, Kangrga und Randic, 1991). Eine Aktivierung von Opioidrezeptoren führt 
zu Veränderungen an Ionenkanälen. So kommt es zu einer Inaktivierung von 
Kalziumkanälen und einer Aktivierung von Kaliumkanälen. (Parolaro et al., 1990, Law 














Opioide blockieren präsynaptische N-Typ Kalziumkanäle und somit den 
Kalziumeinstrom, was die Transmitterausschüttung hemmt (Law et al., 2000, Lopez und 
Raingo, 2012, Glaum et al., 1994, Kohno et al., 1999). Außerdem werden postsynaptisch 
Kaliumkanäle geöffnet. Es handelt sich um G-protein-activated inwardly rectifying K+ 
channel (GIRK)-Kanäle, welche über die βγ-Einheit von GPCR aktiviert werden. 
(Williams et al., 2001, Yoshimura und North, 1983). Diese „einwärts gleichrichtenden“ 
Kaliumkanäle führen spannungsabhängig oder G-Protein-abhängig zu einem 
Kaliumeinstrom in die Zelle (Baronas und Kurata, 2014). Dadurch wird die Zellmembran 
hyperpolarisiert. Durch die geringere intrazelluläre Ladungsdichte entfernt sich das 
Potential vom Ruhemembranpotential und auch von der Schwellenspannung, die zum 
Auslösen einer Depolarisation und somit eines Aktionspotentials nötig ist. Somit wird die 
Zelle schwerer erregbar und die synaptische Schmerzweiterleitung durch Opioide 










Abbildung 3.7: Beeinflussung von Ionenströmungen durch Opioide 
Durch Inaktivierung von Kalziumkanälen und Aktivierung von Kaliumkanälen wird die intrazelluläre 
positive Ladungsdichte reduziert und die Zelle hyperpolarisiert. Der Zustand  entfernt sich vom 
Ruhemembranpotential und von der zur Auslösung einer Depolarisation nötigen Schwellenspannung. 


















3.5.1 Signalkaskaden nach Aktivierung von Gαi/o gekoppelten 
GPCR durch Opioide 
 
3.5.1.1 Intrazelluläre Signaltransduktionsmechanismen 
 
G-Protein gekoppelte Opioidrezeptoren können Ionenkanäle beeinflussen (North et al., 
1987, Gross et al., 1990). Außerdem führt die Aktivierung von µOR, κOR und δOR zur 
Inhibition der AC und somit zur Abnahme des intrazellulären cAMP-Spiegels (Childers, 
1991). Alle Opioidrezeptorsubtypen interagieren mit Gαi/o-Proteinen (Standifer und 
Pasternak, 1997). Opioidrezeptoren können über den βγ-Komplex von Gαi/o-Proteinen 
auch PLCβ aktivieren (Murthy und Makhlouf, 1996) und beeinflussen die PI3K-Aktivität 
(Narita et al., 2002). Opioidrezeptoren erhöhen über ihre βγ-Untereinheit die IP3-
Konzentration und somit die intrazelluläre Kalziumkonzentration. Außerdem aktivieren 
sie die PKC (Kramer und Simon, 1999, Smart und Lambert, 1996). 
Bei einer höheren Rezeptordichte in überexprimierenden Systemen führt der 
Rezeptorüberschuss dazu, dass ein geringerer Anteil der Rezeptoren belegt sein muss, um 
den vollen Effekt zu erlagen. Dadurch könnte die Wirkstärke eines Liganden abhängig 
davon sein, ob es sich um ein endogenes oder ein überexprimierendes System handelt 
(Piros et al., 1996). Opioidrezeptoren können an verschiedene Untergruppen von G-
Proteinen koppeln und bei Aktivierung unterschiedliche Signalkaskaden anstoßen. Auch 
der zellspezifisch vorherrschend exprimierte Ionenkanal-Subtyp hat einen Einfluss auf 
die Ligandenwirkung (Piros et al., 1996).  
Für den δOR ist in NG108-15 Zellen eine Assoziation mit Gαi und Gαo gezeigt 
(Offermanns et al., 1991). Der µOR interagiert in SH-SY5Y Zellen mit Gαi und Gαo-
Proteinen (Carter und Medzihradsky, 1993)  und kann in HEK293 Zellen außerdem über 
die βγ-Untereinheit des Gαi-Proteins die AC Typ II stimulieren (Chan et al., 1995). Für 
den κOR ist eine Kopplung an Gαi-Protein gezeigt (Ueda et al., 1990).  
Opioidrezeptorsubtypen scheinen spezifische Signalwege zu präferieren. So ist etwa die 
intrazelluläre Kalziumfreisetzung durch Opioide vor allem über den δOR vermittelt, 
während die Aktivierung von Akt über PI3-Kinase vermehrt durch µOR-Liganden 




Aktivierung von µOR, δOR und κOR kann zu Aktivierung der MAPK-Kaskade führen 
(Schulz et al., 2004, Kramer und Simon, 2000). Dabei ist die ERK-1/2-Phosphorylierung 
durch Morphin und durch den µOR-spezifischen Agonist DAMGO unabhängig von der 
Rezeptorinternalisierung, jedoch PKC und CamK abhängig (Bilecki et al., 2005). Die 
Erhöhung der intrazelluläre Kalziumkonzentration und die PKC-Aktivierung durch 
Opioide erfolgt über die βγ-Untereinheit (Kramer und Simon, 1999, Smart und Lambert, 
1996). 
Des Weiteren wurde gezeigt, dass Opioide auch über β-Arrestin eine Aktivierung des 
MAPK-Signalwegs erzielen können, was zu einer Translokation der ERK-1/2 in den 
Zellkern und zur Transkriptionsregulation führen kann (Zheng et al., 2008). 
 
3.5.1.2 Genregulation durch Opioide 
 
Es ist bekannt, dass schon kurzfristige akute Morphinadministration im Tiermodell 
Genexpressionsveränderungen induzieren kann. Die Expression der immediate early 
genes (IEG) c-fos, junB und c-jun wird in verschiedenen Gehirnregionen der Ratte in 
unterschiedlicher Intensität durch Morphin induziert (Garcia et al., 1995). IEG sind Gene 
deren Expression nach Ligandenstimulation schnell und transient erfolgt. Bei den 
Genprodukten handelt es sich um Enzyme oder Transkriptionsfaktoren, die wiederum 
längerfristige Transkriptionsveränderungen induzieren können. Die IEG der jun und fos 
Familie bilden nach ihrer Expression Dimere, die als activating protein-1 (AP-1) 
bezeichnet werden und als Transkriptionsaktivatoren verschiedenster Proteine dienen. 
Die Familie der AP-1 Transkriptionsaktivatoren induziert längerfristige Veränderungen, 
die im Rahmen der neuronalen Plastizität von Bedeutung sind. So werden 
Gedächtnisbildung und drogeninduzierte Verhaltensänderungen mit AP-1 in 
Zusammenhang gebracht (Perez-Cadahia et al., 2011). Im Promotorbereich von c-fos 
finden sich sowohl SRE als auch CRE Motive (Janknecht et al., 1995), sowie eine SIE -
und ein AP-1 Sequenz (He und Ping, 2009). Morphin und DPDPE können über 
Aktivierung des endogenen δOR in NG108-15 Zellen eine PKC -und CamK-abhängige 
CREB-Phosphorylierung induzieren (Bilecki et al., 2000). Über den µOR konnte in µOR-




gezeigt werden, hier induzieren Morphin und DAMGO auch CRE-abhängige 
Genexpression (Bilecki et al., 2004). Die Rolle des ERK-1/2/TCF/SRF-Signalweges für 
die Genregulation durch Opioide ist weniger eindeutig. Einerseits konnte gezeigt werden, 
dass in einem µOR-Überexpressionssystem eine Elk-1-Reporter-Aktivierung durch 
Morphin möglich ist. In diesen µOR-CHO-Zellen wird auch eine morphininduzierte 
Expression von c-fos und junB beschrieben (Shoda et al., 2001). Andererseits kann 
Morphin in µOR-überexprimierenden HEK293 Zellen zwar ERK-1/2 phosphorylieren, 
nicht jedoch einen Elk-1-Reporter aktivieren. In diesem Zellsystem kann aber Etorphin 
eine β-arrestinvermittelte ERK-1/2-Aktivierung induzieren, die wiederum zur Elk1-
Aktivierung führt. Die morphininduzierte ERK-1/2-Aktivierung wird aber über PKC-
vermittelt. Der Signalweg, der zur ERK-1/2-Phosphorylierung führt scheint hier darüber 
zu entscheiden ob einen Translokation in den Zellkern und somit Genregulation durch die 
ERK-1/2 erfolgen kann (Zheng et al., 2008).  
Die Ergebnisse für die CRE-Aktivierung durch Morphin stammen aus einem endogenen 
Zellsystem, während die Informationen zu Morphin und Elk-1-Aktivität in 
Überexpressionssystemen gewonnen wurden. Bedenkt man, dass Signalkaskaden sich 
gewebsabhängig unterscheiden können und dass endogene Systeme sich wiederum von 
Überexpressionssystemen unterscheiden können, so lassen sich die beobachteten, 
scheinbar widersprüchlichen  Signalkaskadenaktivierungen erklären. Ein Einfluss von 
Morphin auch auf den ERK-1/2/TCF/SRF-Signalweg ist denkbar. 
 
3.6 Toleranzentwicklung 
Die stärkste Analgesie wird durch den µOR vermittelt, klinisch verwendeten Opioide sind 
daher in der Regel µ-Liganden. Jedoch werden durch den µOR auch die stärksten 
unerwünschten Wirkungen in Hinblick auf Toleranz und Abhängigkeit vermittelt (Kieffer 
und Gaveriaux-Ruff, 2002). Abhängigkeit oder Sucht beschreibt das unkontrollierbare 
Verlangen nach einer Substanz (Rosenberg, 2009). Unter Toleranz versteht man einen 
verminderten Effekt eines Liganden nach dessen wiederholter Applikation. Alle Opioide, 




(Morgan und Christie, 2011). Dabei scheinen die Applikationsform und die Wirkstärke 
des Liganden am Rezeptor über die Stärke der Toleranzentwicklung zu entscheiden. So 
induzieren Liganden mit großer intrinsischer Aktivität im Tiermodell und im Zellsystem 
eine geringere Toleranzentwicklung.  Als Grund dafür wird die größere Rezeptorreserve 
bei hochpotenten Liganden angeführt: Je potenter der Ligand, desto geringer ist der Anteil 
an Rezeptoren der besetzt werden muss, um einen Effekt zu erzielen. Somit bleibt auch 
die Anzahl der desensitisierten Rezeptoren zu einem Zeitpunkt kleiner (Christie, 2008, 
Stevens und Yaksh, 1989).  
Bei Abhängigkeit unterscheidet man zwischen einer psychischen und einer physischen 
Form, wobei als psychisch das Verlangen nach der Droge und die ständige Beschäftigung 
damit bezeichnet wird. Physische Abhängigkeit ist durch das Vorhandensein von 
Entzugssymptomen bei Nichteinnehmen der Substanz definiert (Taylor und Fleming, 
2001). Für die Entstehung von Toleranz und physischer Abhängigkeit macht man diverse 
zelluläre Adaptationsmechanismen verantwortlich, die in Folge chronischer Opioidgabe 
auftreten. So kommt es zu Veränderungen des Rezeptorzustandes, der G-Protein-
Rezeptor-Interaktion, der Signalkaskaden und der Transkriptionsfaktoren (Taylor und 
Fleming, 2001). 
 
3.6.1 Veränderungen an Rezeptoren und 
Signaltransduktionskaskaden 
 
Der erste Schritt auf dem Weg zu Toleranzentwicklung ist die Rezeptordesensitisierung 
(3.4.1). Über Phosphorylierung durch GRK oder andere Kinasen wie PKA und PKC wird 
der Rezeptor desensitisiert und kann nicht mehr mit G-Proteinen interagieren. 
Phosphorylierung durch GRK ermöglicht die Bindung von Arrestin, wodurch es Clathrin-
abhängig zur Rezeptorinternalisierung kommen kann (Pierce et al., 2002, Oakley et al., 
1999). Nach seiner Internalisierung kann der Rezeptor lysosomal abgebaut werden 
(Shenoy et al., 2001) oder es folgen Resensibilisierung und die Rückkehr zur 




stehen der Zelle nicht mehr zur Verfügung, man spricht von Rezeptor-downregulation 
(Bailey und Connor, 2005).  
Rezeptorphosphorylierung nach Morphinstimulation erfolgt vorrangig durch eine PKC-
Aktivierung und zieht nur schwache Rezeptordesensitisierung und kaum 
Rezeptorendozytose nach sich (Sternini et al., 1996, Yu et al., 1997, Kovoor et al., 1998). 
Dies wird als Erklärung für das starke Abhängigkeitspotential von Morphin genutzt, da 
auch die auf Endozytose folgende Resensitisierung des Rezeptors ausbleibt (Ueda et al., 
2003). Geringe Desensitisierung führt zu kontinuierlicher Signaltransduktion, wodurch 
es intrazellulär zu adaptiven Mechanismen kommt, welche das molekulare Korrelat für 
Toleranzentwicklung und Entzugserscheinungen sind (Dang und Williams, 2005, 
Whistler et al., 1999). Diese langfristigen Veränderungen betreffen Enzyme, Botenstoffe 
und Transkriptionsfaktoren. So führt eine Superaktivierung der AC zu erhöhten cAMP-
Spiegeln und einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors CREB (Martini und Whistler, 
2007, Bailey und Connor, 2005). Jedoch scheint die Fähigkeit von Morphin eine 
Rezeptorendozytose zu initiieren vom Zellsystem bzw. der zellulären Umgebung in vivo 
abhängig zu sein.  So könnte die Expressionsstärke von β-Arrestin und GRK oder der 
vorherrschende β-Arrestin-Subtyp in verschiedenen Geweben zu Differenzen in der 
morphininduzierten Endozystosestärke führen  (Haberstock-Debic et al., 2005) 
(Abbildung 3.8). 
Langzeitmorphinbehandlung verändert den AC-Signalweg dahingehend, dass Morphin 
nun anstatt eines inhibitorischen Effektes auf die AC (über Gαi/o-Kopplung) einen 
stimulatorischen Effekt (über Gαs-Kopplung) ausübt. Es kommt im Zusammenhang mit 
chronischer Opioidgabe zu einer Superaktivierung der AC welche vor allem bei akutem 
Opioidentzug auffällt, wobei man aber davon ausgeht, dass diese Situation sich noch 
unter Opioidgabe einstellt (Gintzler und Chakrabarti, 2000). Außerdem kann chronische 
Opioidgabe auch direkt zu einer veränderten G-Protein-Kopplung des Rezeptors führen. 
Anstatt mit dem inhibitorischen Gαi/o zu interagieren, kommt es zu einer Interaktion des 
µOR mit Gαs, was zur Stimulation der AC führt (Gintzler und Chakrabarti, 2006).  
Darüber hinaus wird durch verstärkte Translokation der PKCγ an die Zellmembran in die 
Nähe des Rezeptors die Phosphorylierung von βγ-Untereinheiten und der AC selbst 
verstärkt.  Durch diese Phosphorylierungen ist die βγ-Untereinheit in der Lage die AC zu 




Daneben werden auch die GRK-Isoformen 2 und 3 und β-Arrestin durch chronische 
Morphingabe phosphoryliert. Nach Phosphorylierung wird die GRK an die Membran 
transloziert, aber eine Phosphorylierung der βγ-Untereinheit vermindert die Interaktion 
zwischen GRK und dem βγ-Komplex, wodurch dieser stattdessen stärker für 
Interaktionen mit der AC zur Verfügung steht (Chakrabarti et al., 2001). 
Chronische Morphingabe hat Auswirkungen auf den MAPK-Signalweg, der wiederum 
über seine Effekte auf Genregulation langfristige Veränderungen in der Zelle induzieren 
kann (Ma et al., 2001). Es konnte eine durch chronische Morphinapplikation bedingte 
Aktivierung von ERK-1/2 in diversen Gehirnregionen von Ratte und Maus nachgewiesen 
werden, darunter auch in für Sucht bedeutsamen Regionen wie Nucleus accumbens, 
Tegmentum, Kortex und Hippocampus. Im Rückenmark und in primär-sensorischen 
Neuronen kommt es ebenfalls zu einer ERK-1/2 Phosphorylierung bei chronische 
Opioidgabe (Chen und Sommer, 2009). Auch für andere Mitglieder der MAPK-Familie 





































Abbildung 3.8: Endozytose und downregulation an GPCR nach Aktivierung durch Opioide 
Linke Seite: Nach Rezeptorphosphorylierung durch GRK und Arrestinbindung kommt es Clathrin-
abhängig zur  Endozytose des Rezeptors. Ein Teil der Rezeptoren wird nun intrazellulär lysosomal 
abgebaut, während der Rest dephosphoryliert wird und resensitisiert an die Plasmamembran zurückkehrt.  
Rechte Seite: Nach Rezeptorphosphorylierung durch PKA/PKC wird der Rezeptor desensitisiert und kann 































































3.6.2 Veränderungen auf Genregulationsebene 
 
Wiederholte Administration einer Substanz kann zu adaptativen Veränderungen auf 
zellulärer Ebene führen. Bei Opioidtoleranz scheinen besonders Adaptationsvorgänge im 
Nucleus accumbens zu Abhängigkeit zu führen, da die von hier ins Pallidum 
projizierenden Neurone eine wichtige Rolle bei psychostimulatorischen 
Verstärkungsprozessen spielen (Koob und Bloom, 1988). Längerfristige Veränderungen 
durch repetitive Drogenadministration betreffen meist Neurotransmission und neuronale 
Plastizität. So sind erhöhte Dopaminspiegel im mesolimbischen Belohnungssytem das 
molekulare Korrelat der euphorisierenden Wirkung von Drogen (Gupta und Kulhara, 
2007). Langfristige Umbauvorgänge werden über Genexpression reguliert (Nestler, 
1997). Die Expression von IEG, Dynamin und γ-Aminobuttersäure (GABA)-bzw. 
Glutamatrezeptoren verändert sich morphinabhängig (Ammon-Treiber und Höllt, 2005). 
IEG sind Gene deren Expression nach Ligandenstimulation schnell und transient erfolgt 
und deren Genprodukte, Enzyme oder Transkriptionsfaktoren, wiederum längerfristige 
Transkriptionsveränderungen induzieren können. (Perez-Cadahia et al., 2011). 
Chronische Morphingaben führen im Nucleus accumbens der Ratte zur verstärkter 
mRNA-Expression von Proteinen die eine Rolle für Neurotransmission, Energiehaushalt 
und Zytoskelett spielen (Li et al., 2006).  Im Kortex der Ratte kommt es morphinabhängig 
zur vermehrten mRNA-Expression von G-Proteinen (Kaewsuk et al., 2001). In der 
Nucleus caudatus-Putamen-Region und im Mittelhirn der Ratte finden sich nach 
chronischer Morphinstimulation erhöhte mRNA-Spiegel des Dopamin D3 Rezeptors 
(Spangler et al., 2003). Im Kortex von Ratten induziert chronische 
Morphinadministration diverse Genveränderungen, die vor allem Hitzeschockproteine 
betreffen (Ammon et al., 2003). Im Striatum der Maus findet sich nach 
Morphinstimulation eine verstärkte Genexpression von Fos und Npas4 (Piechota et al., 
2010). Außerdem führt Morphinadministration in der Ratte zu erhöhter Fos-
Proteinexpression in Striatum, Amygdala, Nucleus accumbens und einigen Kortexarealen 
(Taracha et al., 2008). Im Locus coeruleus der Ratte induziert chronische Morphingabe 
erhöhte Proteinspiegel von GRK und β-Arrestin (Terwilliger et al., 1994). In SH-SY5Y 
Zellen, im Putamen der Maus und in synaptischen Membranen der Ratte führt chronische 




Für die Transkriptionsfaktoren CREB, Fos B und ΔFos B konnte bei Mäusen im 
Hinterhorn des Rückenmarks eine Induktion durch Morphin gezeigt werden (Li und 
Clark, 1999). Bei ΔFos B handelt es sich um eine c-terminal verkürzte Splicevariante von 
Fos B, die extrem stabil ist und von der bekannt ist, dass sie nach wiederholter 
Morphingabe akkumuliert. ΔFos B spielt auch bei der Sensibilisierung für Kokain eine 
Rolle. Es reguliert die Genexpression einer Unterform des Glutamatrezeptors wodurch 
die Zelle schlechter erregbar, aber sensitiver für inhibitorische Drogen wird.  Wegen 
seiner starken Akkumulation im Nucleus accumbens und Striatum wird ΔFos B als 
molekulares Korrelat für Sucht diskutiert (Nestler et al., 2001). Für DRG-Neurone konnte 
in morphinabhängigen Ratten eine Induktion von Proteinen des Energiehaushalts, des 
Zytoskeletts, der Signaltransduktion, des Proteinabbaus und von Hitzeschockproteinen 
nachgewiesen werden (Li et al., 2009). 
Auch kurzfristige Morphinstimulation kann Genexpressionsveränderungen bewirken. So 
induziert Morphin akut eine c-Fos Expression im Gehirn der Ratte, die mRNA ist schon 
45 min nach Morphingabe messbar, c-Fos-Protein ist nach 3 h erhöht  (Chang et al., 
1988). Eine mRNA-Expressionsinduktion der IEG c-Fos und Jun B ist auch auf zellulärer 





Gewebe Veränderung Quelle 
Kortex (Ratte) 













Präfrontaler Kortex (Ratte) 




et al., 2001) 
Nucleus caudatus-Putamen, 
Mittelhirn (Ratte) 
Nach 7 d Morphin 
mRNA-Expressionsinduktion: 
Dopamin D3 Rezeptor 
(Spangler et 
al., 2003) 
Striatum, Amygdala (Ratte) 
Nach 14 d Morphin 
Fos-Proteinexpression  
Proteine für Neurotransmission, 
Energiehaushalt, Zytoskelett 
(Taracha et 
al., 2008)  
(Li et al., 
2006) 
Locus coeruleus (Ratte) 




et al., 1994) 
SH-SY5Y-Zellen  
Putamen (Maus) 
Synaptische Membran (Ratte) 
Nach 6 d Morphin 
Dynamin-Proteinexpression (Noble et 
al., 2000) 
Hinterhorn des Rückenmarks 
(Maus) 
Nach 5 d Morphin 
Proteinexpression 





Nach 28 d Morphin 
Proteine für Energiehaushalt, 
Zytoskelett, Signaltransduktion, 
Proteinabbau, Hitzeschockproteine 
(Li et al., 
2009) 
Tabelle 3.3: Expressionsveränderungen durch chronische Morphinadministration 







Die morphininduzierten Genveränderungen werden hauptsächlich dem CREB-CRE-
Signalweg zugeschrieben. Der Transkriptionsfaktor CREB spielt eine zentrale Rolle bei 
der Entstehung von Morphinabhängigkeit. So resultiert aus einer inaktivierenden CREB-
Mutation im Mausmodell geringere Toleranzentwicklung und abgeschwächte 
Entzugssymptomatik (Maldonado et al., 1996). CREB beeinflusst über die CRE-
Aktivierung die Opioidabhängigkeit, jedoch ist nicht klar, wie es dann zu synaptischen 
Veränderungen und resultierenden Verhaltensänderungen kommt (Zhou und Zhu, 2006). 
CREB-Aktivierung erfolgt durch Phosphorylierung durch PKA, PKC, CamK II oder 
ERK-1/2 (Shaywitz und Greenberg, 1999). Opioidrezeptoren sind mit G-Proteinen vom 
Typ Gαi/o gekoppelt (Connor und Christie, 1999). Ihre Aktivierung führt zu Inhibition der 
PKA und zur Aktivierung von PKC, ERK-1/2 und CamK (Taylor und Fleming, 2001). 
Opioidinduzierte Signalwege haben einen aktivierenden (ERK-1/2, PKC, CamK) aber 
auch einen hemmenden (PKA) Einfluss auf die CREB-Aktivität. Daher können die 
Effekte von Opioiden auf die CRE-abhängige Genexpression möglicherweise in 
verschiedenen Zell -oder Gewebearten abhängig vom jeweilig dominierenden Signalweg 
unterschiedlich ausfallen. 
Für adaptive neuronalen Veränderungen scheinen IEG eine wichtige Rolle zu spielen, da 
sie durch ihre Expression weitere Transkriptionsfaktoren induzieren und somit langfristig 
die Genregulation beeinflussen (3.5.1.2). Im Promotorbereich vieler IEG finden sich 
jedoch neben CRE auch SRE-Sequenzen, so dass SRF und CREB in Neuronen beide eine 
wichtige Rolle für Zellmigration, Neuritenwachstum und Axonaussprossung spielen. 
SRF ist besonders wichtig für synaptische Plastizität, Lernvorgänge und Gedächtnis 
(Knoll und Nordheim, 2009). Gerade die synaptische Plastizität ist auch für die 
Entstehung von Abhängigkeit relevant (Nestler, 1997). Daher könnte der ERK-
1/2/TCF/SRF-Signalweg bei Entstehung von Morphintoleranz wichtig sein. Jedoch sind 
über diesen im Kontext mit Morphin bislang nur wenige und zudem widersprüchliche 






3.7 Ziele der Arbeit 
Primär-sensorische Neurone nehmen sensorische Informationen auf und leiten sie an ein 
ZNS-Neuron weiter, wobei der überwiegende Teil dieser Informationen über das 
Hinterhorn des Rückenmarks und ein kleiner Teil über Hirnnerven zum Gehrin geleitet 
wird (Silverthorn, 2009, pp 481-483). Die Zellkörper dieser peripheren primär-
sensorischen Neurone bilden Spinalganglien, englisch dorsal root ganglion (DRG). 
DRG-Neurone exprimieren Opioidrezeptoren (Hassan et al., 1993), sind der periphere 
Angriffspunkt für Opioide im nozizeptiven System und der periphere Ort für die 
Entstehung von Opioidtoleranz, denn auch hier findet nach repetitiver 
Opioidadministration eine Toleranzentwicklung statt (Hong et al., 2010, Belanger et al., 
2002, Crain et al., 1988).  
Eine wichtige Rolle für die Entstehung von Opioidtoleranz und Abnahme der 
Opioidwirkung spielen Veränderungen auf Protein -und Transkriptionsebene (Li und 
Clark, 1999, Chakrabarti et al., 2001, Ammon-Treiber und Höllt, 2005, Gintzler und 
Chakrabarti, 2000). Genregulation durch Morphin ist jedoch hauptsächlich im Gehirn 
untersucht worden (Taylor und Fleming, 2001), während über DRG-Neurone in diesem 
Kontext wenig bekannt ist. Kenntnisse über die Effekte von Morphin auf die 
Genexpression in DRG-Neuronen könnten von großer Relevanz für das Verständnis für 
Genregulation durch Morphin allgemein sein und zusätzlich Informationen darüber 
liefern, ob es eventuelle Unterschiede in der opioidinduzierten Genregulation zwischen 
DRG-Neuronen und zerebralen Neuronen gibt. 
Genregulation durch Opioide wird hauptsächlich dem Transkriptionsfaktor CREB 
zugeschrieben (Widnell et al., 1996, Zhou und Zhu, 2006). Gαi/o-gekoppelte 
Opioidrezeptoren führen nach ihrer Aktivierung zu verringerter PKA-Aktivität (Connor 
und Christie, 1999, Childers, 1991). Da PKA einen wichtigen CREB-Aktivator darstellt 
können Opioide über diesen Signalweg theoretisch auch zu einer CRE-Inhibition führen. 
Daher stellt sich die Frage nach anderen, bislang in diesem Zusammenhang weniger 
beachteten Signalwegen,  über die Opioide auf Genexpression Einfluss nehmen können. 
Morphininduzierte Expression von IEG (Ammon-Treiber und Höllt, 2005) stellt ein 
wichtiges Korrelat für Opioidabhängigkeit dar. IEG-Expression ist neben CREB auch 




Neuronen wichtig ist (Kerr et al., 2010) und dass eine Elk1-Phosphorylierung im Gehirn 
zu molekularen Mechanismen der Kokain-Abhängigkeit beiträgt (Besnard et al., 2011a). 
 
Im Rahmen dieser  Arbeit sollten opioidabhängige, zu Genregulation führende 
Signalwege in DRG-Neuronen untersuchen werden, um 
A) Transkriptionsregulation durch Opioide genauer zu verstehen und 
B) Einblicke in eventuell DRG-spezifische Mechanismen zu erhalten.  
Als Modellsystem dienten die F11 Zelllinie, die für die Untersuchung von Vorgängen in 
DRG-Neuronen als geeignet gilt (Francel et al., 1987, Puttfarcken et al., 1997, Boland et 
al., 1991, Jung und Miller, 2008, McIlvain et al., 2006) und kultivierte primäre 
embryonale DRG-Neurone der Ratte.  
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4 Material und Methoden 
Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Methoden umfassen die Kultivierung 
eukaryotischer Zellen, Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien, 
Genexpressionsanalysen mit Hilfe von Reportergenstudien und Proteinnachweis mittels 
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western Blot. Kalziummessung erfolgte 
durch kalziumabhängige Fluorochrome, das endogene Rezeptorprofil von Zellen wurde 
in radioaktiven Ligandenbindungsstudien ermittelt. Der cAMP-Akkumulations-Assay 
diente der Analyse der Effekte von GPCR auf die AC. Mit quantitativer Real-Time-PCR 
wurden mRNA-Expressionsveränderungen detektiert, wobei zuvor RNA Isolierung und 
reverse Transkription durchgeführt wurden. PCR und Agarosegelelektrophorese 




Absaugflasche BVC Vario Vacuubrand GmbH (Wertheim) 
Agarosegelelektrophorese-System PeqLab (Erlangen) 
Dowex/Aluminiumoxid-Chromatographie-Säulen BioRad (München) 
Bakterien-Inkubator Heraeus (Hanau) 
Bakterienschüttler MaxQ 6000 Thermo (Dreieich) 
Western-Blot-Apparatur Walther-Straub-Institut, 
Werkstatt (München) 
Cell-Harvester Brandel (Gaithersburg, USA) 
Chemilumineszenzsystem (ChemiSmart) Pequlab (Erlangen) 
Fluostar Omega BMG Labtech GmbH 
(Offenburg) 
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Flüssigkeitsszintillationszähler Winspectral 1414 Perkin Elmer (Boston, USA) 
Hamilton-Spritze Hamilton (Höchst) 
Lichtmikroskop Olympus (Hamburg) 
Multipette Eppendorf (Hamburg) 
Magnetrührer (Barnstead Thermolyne) Thermo Fisher Scientific 
(Dreieich) 
Mikrowelle Severin (Sundern) 
Neubauer-Zählkammer  Brand (Werthelm) 
PCR-Maschine Primus 25 (96 Universal Gradient) PeqLab (Erlangen) 
pH-Meter Mettler-Toledo (Gießen) 
Photometer (Biophotometer Plus) Eppendorf (Hamburg) 
Pipetten Gilson (Middelton, USA)  
PeqLab Biotechnologie GmbH 
(Erlangen) 
Pipettierhilfen Hirschman Laborgeräte 
(Herrenberg) 
RT PCR Instrument Light-Cycler, Roche 
(Mannheim) 
Protein-Gelelektorphorese-System (Mini-
PROTEAN Tetra Electrophoresis 
BioRad (München) 
Spannungsquelle (Power Pack EV231) Peq Lab (Erlangen) 
Sterilbank HERAsafe KS18 Thermo (Dreieich) 
Taumler (Polymax) Heidolph (Schwabach) 
Tiefkühlschrank -80°C New Brunswick Scientific, 
Eppendorf (Hamburg) 
Thermoblock (TS-100 ThermoShaker SC20) Peq Lab (Erlangen) 
Tray Cell Hellma (Müllheim) 
Ultraschall-Generator MSE (London) 
UV-Transluminator-Foto-Dokumentationssystem Peq Lab (Erlangen) 
4 Material und Methoden 
40 
 
Vortexer (MS3 basic) IKA (Staufen) 
Waage Kern (Balingen) 
Wasserbad Memmert (Schwabach) 
Zellkultur-Inkubator (HeraCell 240) Heraeus (Hanau) 
Zentrifugen Thermo Scientific Pico 17 
Heraeus (Hanau)  
Thermo Scientific Fresco 21 
Heraeus (Hanau)   
Thermo Scientific Biofuge 




Biospere Filter Tips Sarstedt (Nümbrecht) 
Cell harvester 96-Loch Messplatte  Brandel (Gaithersburg, USA) 
Glasfaser-Filterpapier Munktell (Bärenstein) 
Folie für Western-Blot-Analyse (PE-
Schlauchfolie) 
Rische+Herfurth (Hamburg) 
Messplatte 96-Loch Greiner (Frickenhausen) 
Midi-Säulen Macherey-Nagel (Düren) 
Mikroschraubröhrchen Sarstedt (Nümbrecht) 
Nitrocellulosemembran (Protran) Whatmann (Dassel) 
Pasteurpipetten VWR (Darmstadt) 
PCR Gefäße Sarstedt (Nümbrecht) 
Pipetten 5ml/10ml/25ml Sarstedt (Nümbrecht) 
Pipettenspitzen 10µl/20µl/200µl/1000µl Sarstedt (Nümbrecht) 
Reagenz -und Zentrifugenröhrchen Sarstedt (Nümbrecht) 
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Reaktionsgefäße 0,5ml/1,5ml/2ml Sarstedt (Nümbrecht) 
RT-PCR Folie Roche (Mannheim) 
RT-PCR Messplatte 96 Loch Roche (Mannheim) 
Szintillationsgefäße Packard (Groningen, 
Niederlande) 
Zellkultur 12-Loch-Platten Greiner bio-one (Frickenhausen) 
Zellkultur 24-Loch-Platten Sarstedt (Nümbrecht) 
Zellkultur 6-Loch-Platten Sarstedt (Nümbrecht) 
Zellkulturflaschen 175cm2 Sarstedt (Nümbrecht) 
Zellkulturschalen 100mm Sarstedt (Nümbrecht) 
Zellkulturschalen 200mm Sarstedt (Nümbrecht) 
4.1.3 Chemikalien  
 
0,05% Trypsin/EDTA Invitrogen (Darmstadt) 
Acrylamid (Rotiphorese Gel 30) Roth (Karlsruhe) 
Agarose Roth (Karlsruhe) 
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 
bovines Serum Albumin (BSA) Roth (Karlsruhe) 
Bromphenolblau Serva (Heidelberg) 
RevertAidTM H Minus First Strand cDNA Synthese 
Kit 
Fermentas (St. Leon-Rot) 
DMEM Invitrogen (Darmstadt) 
DMSO (Dimethylsulfoxid) Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 
DNA Größenmarker (Gene Ruler 100bp) Fermentas (St. Leon-Rot) 
DNA Ladepuffer  Fermentas (St. Leon-Rot) 
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DNA Purification-Kit Macherey-Nagel (Düren) 
dNTPs (Desoxyribonukleosidtriphosphat) Fermantas (St. Leon-Rot) 
EDTA (Ehylendiamintetraessigsäure) Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 
EGTA (Ethylenglykoltetraessigsäure) Roth (Karlsruhe) 
Ethidiumbromid Roth (Karlsruhe) 
Fast Start SYBR Green Master Roche (Mannheim) 
Fetal Calf Serum (FCS) Invitrogen (Darmstadt) 
Forskolin (FSK) Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 
HAM’s F-12 [+ Glutamin] Invitrogen (Darmstadt) 
HAT-Supplement Invitrogen (Darmstadt)  
Luminol (3-Aminophtalhydrazid) Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 
Luciferase Assay Reagent Promega (Madison, USA) 
Neurobasal Medium Invitrogen (Darmstadt) 
NucleoBond®Xtra Midi Plasmid  Macherey-Nagel (Düren) 
PBS (phosphate buffered saline) Invitrogen (Darmstadt) 
Pen/Strep/Neo-Solution Invitrogen (Darmstadt) 
Penicilin/Streptomycin (10.000U/ml; 10.000µg/ml) Invitrogen (Darmstadt) 
Poly-Lysin Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 
Poly-L-Ornithin 0,01% Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 
Pluronic F-127 (10% in H2O) Molecular Probes (Eugene, 
USA) 
Ponceau S Lösung (in 3% TCA) Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 
PCR Primer Metabion (Martinsried) 
PromoFectin® PromoKine GmbH 
(Heidelberg) 
Proteinbestimmungs-Kit BioRad (München) 
4 Material und Methoden 
43 
 
Protein-Größenmarker (Page Ruler) Fermentas (St. Leon-Rot) 
Quest Fluo-8TM, AM AAT Bioquest (Sunnyvale, 
USA) 
RNAse freies Wasser Fermentas (St. Leon-Rot) 
Rotiblock Roth (Karlsruhe) 
Rotiszint eco plus Roth (Karlsruhe) 
SDS (Natriumdodecylsulfat) Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 
Taq Polymerase Dream Taq Fermentas (St. Leon-Rot) 
Taq Polymerase Puffer (10x) Fermentas(St. Leon-Rot) 
TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin) Roth (Karlsruhe) 
Triton-x-100  Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 
TRIzol Reagent® Invitrogen (Darmstadt) 
β-Mercaptoethanol Roth (Karlsruhe) 
 
Alle anderen Chemikalien wurden von Sigma-Aldrich (Deisenhofen) oder Roth 
(Karlsruhe) bezogen. 
4.1.4 Liganden und Antikörper 
 
Anti-ERK-1/2 Santa Cruz (CA, USA) 
Anti-total ERK-2 Santa Cruz (CA, USA) 
Anti-Phospo ELK-1 (Ser 383) Cell Signalling (Danvers, USA) 
Bradykinin BioTrend, Zürich, Schweiz 
Goat-anti-Mouse-IgG-HRP-Conjugate BioRad (München) 
Goat-anti-Rabbit-IgG-HRP-Conjugate BioRad (München) 
PD18-4352 Tocris bioscience (Bristol, UK) 
Pertussis Toxin Sigma Aldrich (Deisenhofen) 


























Gemischter µOR/δOR Agonist  Tocris 
bioscience 
(Bristol, UK) 
Morphinsulfat Agonist an µOR und δOR mit 50fach 




Naloxon-Hydrochlorid Unselektiver inverser Agonist mit 




4.1.5 Radioaktive Moleküle 
 
2,8-[3H]-Adenine Perkin Elmer (Boston, USA) 
N-Allyl-2,3-[3H]-Naloxone Perkin Elmer (Boston, USA) 
4.1.6 Plasmide 
 
Plasmide sind zirkuläre, extrachromosomal vorliegende, doppelsträngige 
Desoxyribonukleinsäure (DNA)-Moleküle die in Bakterien vorkommen. Sie enthalten 
Gene, die unabhängig von der genomischen DNA repliziert werden können, aber nicht 
essentiell für das Überleben des Organismus sind (Eitinger, 2007). Sie besitzen einen 
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Replikationsursprung, wodurch eine autonome Replikation möglich wird. Man kann 
Plasmide in Wirtsorganismen gezielt vermehren. Dafür enthalten sie ein Selektionsgen, 
z.B. eine Antibiotikaresistenz, wodurch Zellen die das Plasmid tragen von solchen ohne 
Plasmid unterschieden werden können (Watson et al., 2011). Außerdem findet sich 
mindestens eine Klonierungsstelle, um fremde DNA in das Plasmid einzubringen. 
Desweiteren können weitere Schnittstellen und Resistenzgene sowie Promotoren 
vorkommen. Plasmide dienen als Vektoren um DNA in eine Zelle einzuschleusen, sie 
sind in der Regel etwa zwei Kilobasen (kb) lang (Mülhardt, 2009, pp 152-154).  
Hier wurden folgende Plasmide für Reportergenstudien (4.2.2.1) verwendet:  
ETS/SRE-SIE-AP-1-Luc 
  pFOS WT-GL3 Plasmid (für Details siehe:     
  http://www.addgene.org/11983/)  
  Der c-fos Promotor enthält spezifische response elements: 
  SIE Motiv (5‘-TTCCCGTCAA-3‘) 
  ETS/SRE Motiv (5‘-GGATGTCCATATTAGGACATC-3‘) 
  AP-1 Element (5‘-TGAGTCA-3‘) 
5xETS/SRE-Luc  p5xSRE-Luciferase Reporter wurde dankenswerterweise   
   bereitgestellt von Susanne Muehlich (Muehlich et al., 2008) 
  fünf Wiederholungen des ETS/SRE-Motivs    
  (5‘-GGATGTCCATATTAGGACATC-3‘) 
CRE-Luc  pAD-CRE-Fluc Plasmid mit sechs CRE Elementen (siehe 7.3) 
   (TGACGTCA) vor einem rabbit β-globin (BG) minimal Promotor 
p0.2NxL Reporter  wurde dankenswerterweise zur Verfügung gestellt von Dr. 
Refugio Garcia-Villegas, Cinvestav-Pin, Mexico City, Mexico 
(Garcia-Villegas et al., 2009) 
 Das Reportergenkonstrukt enthält eine Egr4-Bindestelle und ein 
Ebox-Element. Dabei handelt es sich um ein regulatorisches 
Element mit der Sequenz CACGTG (Boulende Sab et al., 2011) 
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4.1.7 Zellen und Nährmedien 
 
Als Modellsystem dienten in dieser Arbeit F11 Zellen und NG108-15 Zellen. Es handelt 
sich um sekundäre immortalisierte Zelllinien. F11 Zellen sind aus der Fusion von 
embryonalen DRG-Neuronen der Ratte und NG18TG-2 Neuroblastomzellen der Maus 
entstanden (Platika et al., 1985a, Platika et al., 1985b, Fan et al., 1992). Sie wurden in 
Ham’s F12 Medium mit 2 mM Glutamin,  15 % fetalem Kälberserum (FCS), 
Hypoxanthin-Aminopterin-Thymidin (HAT) Supplement  und Penicillin (100 U/ml) / 
Streptomycin (100 µg/ml) kultiviert. Bei NG108-15 Zellen handelt es sich um eine 
Hybridzelllinie aus C6-BU-1 Gliomzellen der Ratte und NG18TG-2  Neuroblastomzellen 
der Maus (Augusti-Tocco und Sato, 1969). Diese wurden in Dulbecco’s modified Eagle’s 
Medium (DMEM) mit 10 % FCS, HAT Supplement und Penicillin (100 U/ml) 
/Streptomycin (100 µg/ml) kultiviert. 
Außerdem wurden einige Experimente mit kultivierten primären embryonalen DRG-
Neuronen durchgeführt. Es handelte sich um am 18. Tag der Embryonalentwicklung 
entnommene DRG-Neurone der Ratte. Diese wurden von einer Firma erworben (für 
Details siehe: http://www.innoprot.com/en_productos.asp?idsf=29&id=14&idp=122) 
und lagen bereits aufgereinigt und kryokonserviert in Suspension vor. Sie wurden in 
Neurobasal Medium mit 10 % FCS, B27-Supplement, 5 mM Glutamin und 
Penicillin/Streptomycin/Neomycin (Pen/Step/Neo-Solution) kultiviert.  
4.2 Methoden 
4.2.1 Zellkultur 
4.2.1.1 Kultivierung eukaryotischer Zellen 
 
Die hier verwendeten sekundären immortalisierten Zelllinien wurden als adhärente 
Monolage in Zellkulturflaschen bei 37 °C in wasserdampfgesättigter, 5 % 
Kohlenstoffdioxid (CO2) enthaltender Atmosphäre kultiviert. Die Adhäsion zwischen 
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negativ geladener Zelloberfläche und Zellkulturflasche wird durch zweiwertige Kationen, 
vor allem Kalziumionen, und über Adhäsionsfaktoren der extrazellulären Matrix (EZM) 
vermittelt. Um Kontaktinhibition zu vermeiden und die Zellen ständig in der 
Proliferationsphase zu halten, wurden sie vereinzelt, wenn eine Konfluenz von etwa 80 
% erreicht war. Dazu wurde das Medium mit einer Pasteurpipette abgesaugt und die 
Zellschicht vorsichtig mit 5 ml einer 37 °C warmen Phosphat gepufferter Salzlösung  
ohne Magnesium und Kalzium (phosphate buffered saline, PBS) gewaschen. Danach 
wurden 3 ml Trypsin/EDTA in die Flasche gegeben und die Flasche für 2-3 min bei 37 
°C inkubiert, um optimale Proteaseaktivität des Trypsins zu erreichen. Trypsin katalysiert 
den Abbau der EZM, welche die Adhäsion der Zellen zum Boden der Zellkulturflasche 
vermittelt und der Komplexbildner Ethylendiamintetraacetat (EDTA) bindet 
Kalziumionen. Nach Abbau der EZM und Entfernung der für die Adhäsion wichtigen 
Kalziumionen lösen sich die Zellen ab. Die Zellen wurden nun in 10 ml Zelkulturmedium 
aufgenommen. Das im Medium enthaltene FCS wirkt als Trypsininhibitor, so dass der 
zytotoxische Effekt der Protease ausbleibt (Schmitz, 2009, pp 131-140). Die 
Zellsuspension wurde in ein 15 ml Röhrchen überführt und 3 min bei 1000 x g 
zentrifugiert. Danach konnte der Überstand abgesaugt und der Zellhaufen resuspendiert 
werden. Von dieser Zellsuspension konnten Zellen in einer Neubauer-Zählkammer 
ausgezählt werden. Nun konnte die für den jeweiligen Versuch benötigte Zellzahl 
ausgesät werden. Um die Zellen weiter zu kultivieren, wurde ein Zehntel bis ein Fünftel 
der Zellsuspension auf eine neue Zellkulturflasche ausgesät.  
Primäre DRG-Neurone wurden nach dem Auftauen direkt auf die benötigte, mit Poly-
Ornithin beschichtete (4.2.1.4) Zellkulturplatte ausgesät. Nach 4 h wurde ein erster 
Mediumwechsel durchgeführt, wobei drei Viertel des Mediums abgenommen und durch 
frisches ersetzt wurden. Dann wurde das Medium alle 48 h gewechselt.  Die Expression 
von Opioidrezeptoren nimmt bei DRG-Neuronen in Kultur stetig zu (Chen et al., 1997). 
Daher wurden diese erst nach etwa 5-7 Tagen in Kultur weiter verwendet.  
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4.2.1.2 Kryokonservierung und Auftauen eukaryotischer Zellen 
 
Zur Kryokonservierung der Zellen wurde diese abgelöst (4.2.1.1) und der durch 
Zentrifugation entstandene Zellhaufen in eisgekühltem Serum mit 10 % 
Dimethylsulfoxid (DMSO) resuspendiert. Die entstandene Suspension wurde sofort zu 
Aliquots à 1 ml in vorgekühlte Mikroschraubröhrchen überführt. Diese wurden 24  h bei 
-80 °C aufbewahrt, bevor sie zur Lagerung in flüssigen Stickstoff  bei -196 °C überführt 
wurden. Beim Abkühlen der Zellen bilden sich zunächst extrazellulär Eiskristalle, 
wodurch die Konzentration zuvor gelöster Stoffe stark ansteigt und sich ein Gradient 
zwischen intra -und extrazellulärer Konzentration bildet. Daraufhin kommt es einerseits 
zur intrazellulären Eiskristallbildung, was zu einer mechanischen Schädigung der 
Zellstrukturen führt. Andererseits tritt Wasser entlang des Konzentrationsgradienten aus 
der Zelle aus, wodurch diese dehydriert. DMSO ist ein penetrierendes 
Gefrierschutzmittel, es dringt in die Zelle ein und verhindert die osmotische 
Dehydrierung der Zelle. Zusammen mit der stufenweisen Temperaturerniedrigung wird 
die Bildung von Eiskristallen verhindert (Schmitz, 2009, pp 193-199). 
Zum Auftauen der Zellen wurde zunächst 20 ml 37 °C warmes Nährmedium in einer 200 
mm Zellkulturschale vorgelegt. Dann wurde ein Mikroschraubröhrchen aus dem 
flüssigen Stickstoff entnommen und kurz im 37 °C warmen Wasserbad angetaut, so dass 
die Zellsuspension noch nicht vollständig aufgetaut, aber in die Zellkulturschale 
dekantierbar wurde. Das Medium wurde, sobald die Zellen adhärent waren, meist 
innerhalb von 6 h, gewechselt um Reste des DMSO zu entfernen. 
Zum Auftauen der primären DRG-Neurone wurden die in Mikroschraubröhrchen 
kommerziell erhältlichen Zellen aus dem flüssigen Stickstoff entnommen und im 37 °C 
warmen Wasserbad vollständig aufgetaut. Die Zellsuspension wurde in ein 50 ml 
Röhrchen überführt und das gewünschte Volumen des 37 °C warmen Nährmediums 
tropfenweiße zugegeben. Die Zellen konnten dann auf die Poly-Ornithin beschichteten 
Zellkulturplatten ausgesät werden. Nach 4 h wurde ein Mediumwechsel durchgeführt, um 
toxisches DMSO zu entfernen, wobei drei Viertel des Mediums abgenommen und durch 
frisches ersetzt wurden. 
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4.2.1.3 Transfektion eukaryotischer Zellen 
 
Transfektion bezeichnet das Einbringen von DNA in Zellen. Am Tag vor der 
Transfektion wurde pro Ansatz eine Millionen Zellen auf eine 100 mm Zellkulturschale 
ausgesät. Als Transfektionsreagenz wurde das kationisch-nicht-liposomale 
PromoFectin® verwendet und laut Herstellerangaben eingesetzt. Dazu wurden je 500 µl 
Serum -und antibiotikafreies Medium in zwei Reaktionsgefäßen vorgelegt. In einem 
Gefäß wurden 3-5 µg Plasmid-DNA verdünnt, in dem jeweils andere die dreifache Menge 
Transfektionsreagenz (9-15 µl). Dann wurden beide Lösungen vereinigt und 30 min bei 
Raumtemperatur inkubiert, so dass sich Komplexe zwischen der negativ geladenen DNA 
und dem polykationischen Transfektionsreagenz bilden konnten. Die Lösung wurde nun 
langsam auf die Zellkulturschale getropft. Diese Transfektionsmethode beruht auf dem 
Prinzip der Lipofektion (Felgner et al., 1987), soll jedoch durch das Fehlen der Liposome 
weniger toxisch sein. Die Komplexe aus Plasmid-DNA und Transfektionsreagenz werden 
von den Zellen durch Endozytose aufgenommen und gelangen in das Endosom. Hier 
herrscht ein stark saures Milieu aber aufgrund der Protonenbindungskapazität des 
kationischen Komplexes führt dies nicht zu Hydrolyse der DNA. Durch diese 
Puffereigenschaft kommt es jedoch zu einem hohen osmotischen Druck im Endosom, 
wodurch dieses zerstört wird und die DNA-Promofectin®-Komplexe ins Zytosol 
gelangen. Über nicht genau bekannte Transportmechanismen gelangt die DNA in den 
Zellkern, und bewirkt transiente Proteinexpression der Plasmid-DNA (für Details siehe: 
http://www.promokine.info/products/cell-transfection/promofectin-transfection-
reagents/non-liposomal-transfection/#c402). Die Zellen wurden 24 bin 48 h nach 
Transfektion für den entsprechenden Versuch eingesetzt.  
4.2.1.4 Beschichtung von Zellkultur-Lochplatten 
 
Um die Adhärenz von Zellen an Zellkultur-Lochplatten zu erhöhen werden diese mit dem 
polykationischen Poly-L-Lysin beschichtet. Dieses lagert sich an die Oberfläche der 
Zellkulturplatte an und ermöglicht durch seine positiv geladenen Aminogruppen eine 
elektrostatische Bindung mit anionischen Bestandteilen der Extrazellulärmatrix und der 
Zelloberfläche (Mazia et al., 1975). Poly-L-Lysin wurde in sterilfiltriertem Wasser gelöst 
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(100 µg/ml), bei -20 °C gelagert und vor Benutzung auf 37 °C erwärmt. Zum Beschichten 
wurde die gewünschte Menge pro Kavität auf die Zellkultur-Lochplatte gegeben. Nach 
30 min Inkubation bei 37 °C wurde das Poly-L-Lysin abgesaugt und die Platten konnten 
zur Kultivierung von Zellen eingesetzt werden 
Um primäre DRG-Neurone auf Zellkultur-Lochplatten zu kultivieren, mussten diese mit 
Poly-Ornithin beschichtet werden. Dazu erwärmte man die Lösung auf Raumtemperatur 
und tropfte dann die gewünschte Menge pro Kavität in die Vertiefungen der Lochplatte. 
Nach 60 min Inkubation bei Raumtemperatur wurde das Poly-Ornithin wieder 
abgenommen, die Oberfläche mit sterilfiltriertem Wasser gespült und die Platte mit 
offenem Deckel getrocknet. Dann konnte die Zellkultur-Lochplatte für die Kultivierung 
von DRG-Neuronen benutzt werden.  
4.2.2 Zellbiologische Methoden 
4.2.2.1 Reportergenstudien 
 
Mit Hilfe einer Reportergenstudie kann man Genexpression qualitativ und quantitativ 
messen und Effekte einer Signalkaskade auf Transkriptionsregulation untersuchen. 
Reportergene kodieren für Proteine, die direkt oder über ihre enzymatische Aktivität 
leicht nachweisbar sind, wenn es zur Transkriptionsinduktion am Promotor kommt (Alam 
und Cook, 1990). In Promotornähe des Reportergens findet sich ein response element. 
Dadurch ist die Expression des Reportergens induzierbar, wenn Transkriptionsfaktoren 
dieses response element binden (Jiang et al., 2008). Nahe dem Promotor liegen 
Transkriptionsfaktoren und RNA-Polymerasen. Das response element interagiert über 
seine Transkriptions-Aktivierungs-Domäne mit dem Transkriptionsapparat. Zur 
Transkriptionsinitiation kommt es, wenn aktivierte Transkriptionsfaktoren das response 
element binden und dieses den Transkriptionsapparat aktiviert (Nestler und Hyman, 
2002).  In dieser Arbeit wurde die firefly luciferase luc2 (aus Photinus pyralis) als 
Reportergen verwendet. Das Genprodukt katalysiert in Gegenwart von ATP • Mg2+ die 
Oxidation von D(-)Luziferin zu Oxyluziferin und Licht. Der Einsatz der Firefly 
Luziferase ist weit verbreitet, da die Lichtausbeute extrem hoch ist während die 
Hintergrund-Lumineszenz in Zellen sehr niedrig ist (Gould und Subramani, 1988).  










Abbildung 4.1: Luziferase-Reportergenkonstrukt 
Die firefly luciferase wird nach Bindung eines Transkriptionsaktivators an das response element exprimiert 
und das Vorhandensein des Enzyms durch Lichtemission gemessen. Das Plasmid enthält außerdem noch 
einen Selektionsmarker und einen Replikationsursprung. 
 
Für den Versuch wurden eine Millionen Zellen auf eine 100 mm Zellkulturschale 
ausgesät und am nächsten Tag mit 5 µg Plasmid-DNA transfiziert. Wiederum einen Tag 
später wurden die Zellen abgelöst (4.2.1.1) und auf eine Poly-L-Lysin beschichtete 
Zellkultur-24-Lochplatte ausgesät. Am folgenden Tag wurden in den ETS/SRE und 
ETS/SRE-SIE-AP-1 Reporterassays je 1 ml Serum -und antibiotikafreies Medium auf die 
Zellen gegeben und zuvor vorsichtig mit PBS gewaschen um Serumreste zu entfernen. 
Serum enthält Wachstumsfaktoren, welche die Genexpression beeinflussen können 
(Rollins und Stiles, 1989). Daher wurde den Zellen für mindestens 16 h Serum entzogen, 
bevor sie auf der Zellkultur-24-Lochplatte in 400 µl pro Kavität für 4 h stimuliert wurden. 
Im CRE Reporterassay wurden die Zellen für den 4 h Wert genauso behandelt. Für den 
16 h Stimulus wurde direkt nach dem Absaugen die Ligandenlösung in Serum - und 
antibiotikafreiem Medium à 500 µl auf die Zellen gegeben. 
Nach abgelaufener Stimulationszeit wurde nach Absaugen der Ligandenlösung 100 µl 
Luc-2-Lysispuffer pro Kavität auf die Zellen gegeben und 10 min inkubiert. Davon 
wurden dann 80 µl auf eine Kavität einer 96-Loch Luc2-Messplatte überführt. Die 
Messung der Photinus pyralis Luziferase Aktivität über die Lumineszenz erfolgte 
vollautomatisch im Spektrometer (FluoStar Omega). Die Reaktion wurde durch Zugabe 
Promotor 
Luziferase 
response element  
Resistenzgen 
Replikationsursprung 
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von 20 µl luciferase assay reagent über die FluoStar-Pumpe gestartet. Gemessen wurde 









Abbildung 4.2: Messung der Luziferaseaktivität durch Lumineszenzmessung nach Substrat-zugabe 
In diesem Fall wird durch Serumstimulation die ETS/SRE-abhängige Transkription aktiviert und somit das 
Enzym firefly luciferase gebildet. Dieses katalysiert die Oxidation von D(-)Luziferin zu Oxyluziferin und 
Licht. Die Substratinjektion erfolgte zum Zeitpunkt t = 2s. Als Hintergrund wurden nicht-transfizierte 
Zellen definiert. 
 
Für die Auswertung wurden die absoluten Werte zum Zeitpunkt 8 s verwendet. 
Basalwerte wurden als 100 % gesetzt und die durch Serum oder Liganden induzierte 
Luziferaseaktivität als % über basal angegeben.  
 
Luc-2-Lysispuffer   25 mM Tris/HCl ph7,4 
4 mM EGTA  
8 mM MgCl2 
1 mM DTT 
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4.2.2.2 Western-Blot-Proteinlysate und Proteinbestimmung 
 
Um Proben für die sodium dodecyl sulfate (SDS)-Gelelektrophorese (4.2.2.3) 
herzustellen wurden 200.000 Zellen pro Kavität auf Zellkultur-6-Lochplatten ausgesät. 
Einen Tag später wurden sie vorsichtig mit PBS gewaschen und dann je 2 ml Serum und 
antibiotikafreies Medium pro Kavität zugegeben. Nach 24 h wurde das Medium 
abgesaugt und 900 µl Serum -und antibiotikafreies Medium auf die Zellen gegeben. Nach 
einer weiteren Stunde wurde je 100 µl Ligand in Serum -und antibiotikafreiem 
Medium10-fach konzentriert auf die Zellen gegeben. Nach abgelaufener Stimulationszeit 
wurde die Platte auf Eis abgesaugt und pro Loch 200 µl Laemmli-Puffer zugegeben und 
durch Schwenken verteilt. Das im Puffer im Überschuss zu den Proteinen enthaltene SDS 
bildet mit den Proteinen Komplexe, wobei 1 g Protein ca. 1,4 g SDS bindet (Rehm und 
Letzel, 2010, pp 8-11). Nun konnte jedes Proteinlysat in ein Reaktionsgefäß überführt, 
durch 10 s Ultraschall-Behandlung homogenisiert und dann bei -20 °C eingefroren 
werden.  
Um die totale Proteinmenge für die SDS-Gelelektrophorese genau einstellen zu können 
und dadurch Proben vergleichbarer zu machen, wurde außerdem eine Proteinbestimmung 
durchgeführt. Dafür wurde ein Laemmli-Puffer mit Dithiothreitol (DTT) anstatt β-
Mercaptoethanol und zunächst ohne Bromphenolblau verwendet. Zur 
Proteinbestimmung wurde nach dem Sonifizieren das DC Protein Assay Kit von BioRad 
nach Protokoll des Herstellers benutzt. Die Eichgerade wurde durch die 
Verdünnungsreihe einer Albumin-Lösung (bovines Serum Albumin, BSA) für jede 
Messung neu erstellt. Sie verhielt sich aber für n = 5 sehr konstant, so dass für die weitere 
Berechnung der Durchschnittswert der Steigung benutzt wurde.  
Nach der Formel  
OD[759nm] x Steigung Standartkurve[µl/µg] = Proteinmenge[µg/µl] 
lässt sich bei bekannter Steigung aus der gemessenen Absorption die Proteinmenge 
berechnen. Die Proteinmengen wurden auf 45 µg pro 25 µl eingestellt. Die Verdünnung 
erfolgte mit vierfachem Bromphenolblau in Laemmli-Puffer mit DTT. Dann wurde das 
Proteinlysat bei -20 °C eingefroren. 
 









Abbildung 4.3: Eichgerade zur photometrischen Proteinbestimmung 
Die Verdünnungsreihe einer BSA-Lösung diente zur  Erstellung der Eichgerade. Steigung[µl/µg] = 0,1295  
 
Laemmli- Puffer (4fach) 250 mM Tris/HCl  
20 % Glycerin 
8 % SDS 
10 % β-Mercaptoethanol 
0,08 % Bromphenolblau 
pH 6,8 
Laemmli-Puffer mit DTT (4 fach) 250 mM Tris/HCl  
20 % Glycerin 
8% SDS 
4 mM DTT 




4.2.2.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektophorese und Westernblot 
 
Mittels SDS-Gelelektrophorese werden Proteine im elektrischen Feld aufgetrennt. Das 
anionische Tensid SDS denaturiert Proteine, verhindert Protein-Protein-
Wechselwirkungen und überdeckt die Proteineigenladung, so dass alle Proteine negativ 
geladen sind. Dadurch erfolgt die Auftrennung abhängig von der Proteingröße. Das 
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acrylamidhaltige Gel bildet eine netzartige Struktur durch dessen Poren die Proteine 
größenabhängig unterschiedlich gut wandern und nach ihrer Molekulargröße aufgetrennt 
werden. Bei der diskontinuierlichen SDS-Gelelektophorese werden die Proteine im 
Sammelgel angereichert, um dann im Trenngel aufgetrennt zu werden (Rehm und Letzel, 
2010, pp 8-11, Laemmli, 1970).  
Zunächst wurde das Trenngel aus Trenngelpuffer, 10 % Acrylamid, APS und TMED 
hergestellt und mit Hilfe einer Gießvorrichtung zwischen zwei Glasplatten gegossen, 
wobei nach oben zur Kante des kleineren Glasplättchens mindestens 3 cm frei blieben. 
Dann wurde es mit Überschichtungspuffer bedeckt bis das Gel ausgehärtet war. Danach 
wurde der Überschichtungspuffer abgeschüttet und das Sammelgel, bestehend aus 
Sammelgelpuffer, Acrylamid, APS und TMED wurde in die verbleibenden oberen 3cm 
gegossen. Ein Kamm mit 10 Zacken wurde eingesetzt, so dass nach dem Aushärten und 
Ziehen des Kamms an dieser Stelle Taschen entstanden. Das fertige Gel wurde zwischen 
den Glasplatten in die Gelelektorphoresekammer eingespannt und die Kammer 
entsprechend der Herstellerangaben mit Laufpuffer gefüllt. Um das Proteinlysat besser 
auftragen zu können, wurden die Taschen mit Hilfe einer Hamilton-Spritze gespült. Das 
aufgetaute Proteinlysat wurde für 5 min auf 95 °C erhitzt, um die Sekundär -und 
Tertiärstruktur der Proteine zu zerstören und stabile Protein-SDS-Komplexe zu erhalten 
(Rehm und Letzel, 2010, pp 8-11). Nach 5 min Zentrifugation bei 17000 x g konnten die 
Proben auf das Gel aufgetragen werden. In dieser Arbeit wurden 45 µg Protein in 25 µl 
pro Gelspur aufgetragen. Zusätzlich zu den Proben wurde ein Protein-Größenmarker auf 
das Gel aufgetragen um die Größe der eigenen Proben bestimmen zu können. Es wurden 
nun 80 V Spannung angelegt die, sobald die Proteinfront aus dem Sammelgel heraus 
gewandert war, auf 120 V erhöht wurde. Dadurch wurden die Proteine entlang des 
elektrischen Gradienten aufgetrennt. Der SDS-Protein-Komplex wandert zum Pluspol. 
Nach etwa 2 h waren die Proteine ausreichend gut aufgetrennt. 
Im Westernblot überträgt man die Proteine vom Gel auf eine Trägermembran. In dieser 
Arbeit wurde die Übertragung durch Elektrophorese durchgeführt. Dazu wurde ein 
senkrecht zum Gel gerichtetes elektrisches Feld angelegt und die Proteine vom Gel auf 
die Nitrozellulosemembran transferiert. Hier sind sie für Antikörper zugänglich, die 
spezifische Proteinepitope erkennen (Towbin et al., 1979).  
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Das Gel wurde zwischen den Elektroden so auf in Puffer getränkte Filterpapiere und die 
ebenfalls getränkte Membran gelegt, dass das Gel näher bei der Anode lag und die 
Trägermembran direkt auf dem Gel. Dadurch wurden die negativ geladenen Proteine in 
Richtung Kathode auf die Membran geblottet. Dieser Vorgang dauerte 3 h bei 40 mA/Gel. 
Danach konnten die auf der Nitrozellulosemembran enthaltenen Proteine durch eine 
Ponceau Färbung sichtbar gemacht werden, um den Erfolg zu kontrollieren. Dieser 
Farbstoff bindet reversibel Aminogruppen und ist mit Wasser auswaschbar. Nun wurde 
die Membran zweimal für 5 min mit tris-buffered-saline mit  Tween 20 (TBST) 
gewaschen und anschließend für 30 min Blockierungslösung zugegeben. Dann wurde der 
Erstantikörper in gewünschter Verdünnung angesetzt, nach Abschütten der 
Blockierungslösung auf die Membran gegeben und bei 4 °C für mindestens 16 h 
inkubiert. Die verwendeten Antikörper waren Phosphorylierungs-spezifische Antikörper, 
die jeweils die phosphorylierte Form eines Proteins erkennen. So lässt sich die 
Aktivierung von Kinasen durch einen Stimulus sichtbar machen. Danach wurde dreimal 
für 10 min mit TBST gewaschen und dann für 1 h der Sekundärantikörper zugegeben. 
Dieser erkennt den Erstantikörper an seinem Fc-Teil und ist zudem an eine Peroxidase 
gekoppelt. Es folgten drei weitere 10 minütige Waschschritte mit TBST. Dann konnte die 
bei der durch die Meerrettich-Peroxidase (horseradish peroxidase, HRP) katalysierte 
Oxidation von Luminol auftretende Chemilumineszenz gemessen werden (Rehm und 
Letzel, 2010, p 30). Die zwei Einzelkomponenten des luminolhaltigen Substrats  wurden 
direkt vor Gebrauch vereint und auf die Membran gegeben. Durch 30 s Schwenken wurde 
sichergestellt, dass die Membran vollständig bedeckt war. Die Lumineszenz konnte in 
einem Chemilumineszenzsystem (Chemismart) gemessen werden.  
Zusätzlich zur Proteinbestimmung wurde eine Ladekontrolle durchgeführt, um die 
Proben hinsichtlich ihrer Proteinmenge vergleichen zu können. Dazu wurde die Membran 
für 3 Tage bei 37 °C in „Stripp“-Puffer gegeben um gebundene Antikörper zu 
denaturieren. Nach zweimaligem 5 min waschen mit TBST und 30 min Blockierung 
wurde über Nacht bei 4 °C ein Antikörper zugegeben, der die nicht phosphorylierte Form 
desselben Proteins erkennt.  
 
 









Abbildung 4.4: Western-Blot-Aufbau 
Durch den gerichteten Stromfluss werden die negativ geladenen Proteine in Richtung Kathode vom 
Acrylamidgel auf die Nitrozellulosemembran transferiert. Die in Elektrolytpuffer getränkten Filterpapiere 
dienen der Stromweiterleitung und müssen möglichst lückenlos und konstant aufgelegt werden,  
um von jeder Stelle des Gels gleichermaßen auf die Membran zu übertragen.  
 
Ponceau-S-Lösung 0,1 % Ponceau S 
5 % Essigsäure 
pH 10,4 
“Stripp”-Puffer 100 mM Glycin,  
pH 2 
Anode I Puffer 0,3 M Tris 
20 % Methanol 
pH 10,4 
Anode II Puffer 25 mM Tris 
20 % Methanol 
pH 10,4 
 
Kathodenpuffer 40 mM 6-Aminohexansäure 
20 % Methanol 
pH 7,6 
TBST (Tris-Buffered-Saline, Tween20) 10 mM TRIS 
150 mM NaCl 
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Blockierungslösung  TBST mit 5 % BSA 
Sammelgelpuffer  0,5 M Tris/HCl 
0,4 % SDS 
pH 6,8 
Trenngelpuffer (4fach) 1,5 M Tris  
0,4 % SDS 
pH 8,8 





0,1 M TRIS 




0,1 M TRIS 
250 μM Luminol 
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4.2.2.4 Densitometrische Quantifizierung von Proteinbanden 
 
Die Western Blot Banden wurden mit Hilfe von ImageJ Software (National Institute of 
Health) densitometrisch quantifiziert. Das Programm erstellt ein Histogramm der 
Farbintensität einer Bande in einem vorgegebenen Rahmen. Durch Integration der 










Abbildung 4.5: Densitometrische Quantifizierung von Western-Blot-Banden 
Die Farbintensität einer Bande wird in einem manuell vorgegebenen Rahmen analysiert und die Fläche 
unter dem entstandenen Graphen wird rechnerisch ermittelt. 
 
4.2.2.5 Messung der intrazellulären Kalziumkonzentration durch Fluo-8 
 
Zur Messung der zytoplasmatischen Kalziumkonzentration wurde Fluo8 verwendet, ein 
Kalziumchelator und gleichzeitig kalziumabhängiges Fluorochrom (Grynkiewicz et al., 
1985, Martin et al., 2004). Fluo8 absorbiert Licht der Wellenlänge 490 nm und diese 
Anregung bewirkt Emission von Licht der Wellenlänge 514 nm. Die emittierte 
Fluoreszenz ist proportional zur Kalziummenge. Es kommt durch Kalziumbindung zu 
einer 200-fach erhöhten Fluoreszenz. Da Fluo8 sehr hydrophil ist, ist es schlecht 
membrangängig. Zum Beladen der Zellen wird daher der Fluo8-Acetoxymethylester 
absolute Farbintensität           5214                7825                  6501 
prozentuale Normierung                 100 %               150 %                124 % 
   
Histogramm  
der Farbintensität (y) 
bezogen auf die  
Fläche (x)  
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(Fluo8-AM) verwendet, der jedoch sehr leicht hydrolysiert wird. Dies nutzt man aus, da 
die Hydrolyse der Esterbindungen durch zytoplasmatische Esterasen nach dem Prinzip 
der Ionenfalle Fluo8 Moleküle im Zytoplasma anreichert.  
Am Tag vor dem Versuch wurden eine Millionen Zellen auf einer 100 mm 
Zellkulturschale ausgesät. Am Tag des Versuchs wurde das Medium abgesaugt und 3 ml 
HBS-Puffer mit 0,02 % Pluronic und 5 µM Fluo8-AM auf die Zellen gegeben. Nach einer 
Inkubationszeit von 30 min bei 37 °C wurde der Beladungspuffer abgesaugt, die Zellen 
mit PBS gewaschen, mit PBS/2 mM EDTA abgelöst und in 10 ml HBS-Puffer in ein 15 
ml-Röhrchen überführt. Anschließend wurde für 3 min bei 850 x g zentrifugiert, der 
Überstand dekantiert und der Zellhaufen in einem geeigneten Volumen HBS-Puffer 
resuspendiert. Die Zellsuspension wurde à 80 µl auf die Vertiefungen einer 96-Loch 
Fluo8-Messplatte verteilt. Die Messung der Veränderung der zytoplasmatischen 
Kalziumkonzentration erfolgte vollautomatisch durch ein Fluoreszenzspektrometer 
(FluoStar Omega), die Empfindlichkeit des Fluoreszenzdetektors musste für jede Probe 
voreingestellt werden (gain adjustment), um mit höchster Sensitivität messen zu können. 
Um durch Agonisten hervorgerufene Veränderungen in der Kalziumkonzentration 
möglichst in Echtzeit messen zu können, erfolgte die Zugabe des Liganden durch die 
FluoStar-Pumpen. Dazu wurden 20 µl 5-fach Ligandenlösung auf 80 µl Zellsuspension 
injiziert.  
HBS Puffer  140 mM NaCl 
5 mM KCl 
1 mM MgCl2 
10 mM HEPES  
2 mM CaCl2 
0,1 % Glucose 
pH 7,4 
   
4.2.2.6 cAMP-Akkumulations-Assay 
 
Der cAMP-Akkumulations-Assay ist ein etabliertes Verfahren zum Nachweis des 
sekundären Botenstoffes cAMP (Dumuis et al., 1988, Breit et al., 2006). Es ist hierbei 
möglich die Regulation der AC durch GPCR zu untersuchen. Die Zellen werden in 
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Anwesenheit des unselektiven Phosphodiesterase (PDE)-Hemmers 3-Isobutyl-1-







Abbildung 4.6: Bildung und Abbau von cAMP 
Durch die AC entsteht aus Adenosintriphosphat (ATP) unter Abspaltung von Pyrophosphat  
der Botenstoff cAMP. Dieser wird durch das Enzym Phosphodiesterase (PDE) zu Adenosinmonophosphat 
(AMP) abgebaut. Durch den PDE-Hemmer 3-Isobutyl-1-Methylxanthin (IBMX) wird der Abbau des 
cAMP inhibiert und es akkumuliert.  
Zur Durchführung des Versuches wurden die Zellen in 1 ml Nährmedium auf Poly-L-
Lysin beschichtete 12-Loch-Zellkulturplatten ausgesät. Falls zur Hemmung PTX-
sensitiver G-Proteine Pertussis Toxin eingesetzt wurde, wurde dieses in der 
Konzentration 100 ng/ml dem Nährmedium zugegeben, sobald die Zellen adhärent waren 
und für 16  h inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurde das Medium abgesaugt und durch 
500 µl Markierungslösung (2 µCi/ml 2,8-[3H]-Adenin in Serum -und antibiotikafreiem 
Medium) ersetzt. In der folgenden vierstündigen Inkubationszeit bei 37 °C und 5 % CO2 
nahmen die Zellen das Tritium-markierte Adenin auf und verstoffwechselten es zu 
verschiedenen Adeninnukleotiden, von denen das häufigste ATP ist, welches der 
Ausgangsstoff für die cAMP Produktion durch die AC ist. Die AC wird durch den 
Naturstoff Forskolin (FSK) direkt aktiviert, während die Opioide über die Aktivierung 
von Gαi/o gekoppelter Opioidrezeptoren eine Hemmung der AC bewirken. Nach Ablauf 
der Stimulationszeit wurde die Markierungslösung abgesaugt und durch 500 µl IBMX-
haltige Stimulationslösung in serumfreiem Medium ersetzt. Während der 
Stimulationszeit wurden die Chromatographie Säulen vorbereitet. Dazu wurden die 
Aluminiumoxidsäulen mit 10 ml Imidazolpuffer gewaschen. Die Dowex-Harz-Säulen 
wurden zuerst mit 10 ml 1 M Salzsäure (HCl) und danach mit 10 ml Wasser gewaschen. 
Die Stimulationszeit betrug 30 min bei 37 °C und 5 % CO2. Dann wurde die 
Stimulationslösung abgesaugt, die Zellen mit 1 ml eiskalter 5 % Trichloressigsäure 
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von seinen Vorstufen wurde sequentielle Säulenchromatographie mit dem 
Ionenaustauscherharz Dowex und Aluminiumoxidsäulen genutzt. In der 
Ionenaustauschchromatographie konkurrieren geladene Proteine mit Ionen um eine 
Bindung am Ionenaustauscher. Das Gegenion der Dowex-Harz-Säule ist Chlorid. Das 
komplette TCA-Lysat einer Kavität wurde auf eine Dowex-Harz-Säule gegeben. Hier 
werden die protonierten kationischen cAMP-Moleküle besser zurückgehalten als ATP-
Moleküle. Nach Waschen mit 4 ml Wasser um die unspezifische Radioaktivität zu 
verlieren wurden die Dowex-Harz-Säulen direkt auf die Aluminiumoxidsäulen 
positioniert und mit 10 ml Wasser eluiert. Dann wurden die Aluminiumoxidsäulen mit 1 
ml Imidazolpuffer (0,1 M Imidazol, pH 7,4) gewaschen um andere Nukleotide 
abzutrennen. Die zyklischen Nukleotide bleiben dabei zunächst zurück und können dann 
durch ein größeres Imidazolvolumen von der Säule eluiert werden (Salomon et al., 1974, 
White und Zenser, 1971). Im letzten Schritt wurden die Aluminiumoxidsäulen mit 5 ml 
Imidazolpuffer direkt in die Szintillationsröhrchen eluiert und pro Röhrchen 12 ml 
Szintillationsflüssigkeit zugegeben. Nach Invertieren der Röhrchen wurde die 
Radioaktivität im Flüssigkeitsszintillationszähler gemessen.  
4.2.2.7 Radioaktive Ligandenbindung 
 
Mit Hilfe radioaktiver Ligandenbindungsstudien lässt sich das endogene Rezeptorprofil 
einer Zelle und deren pharmakologische Eigenschaften bestimmen. Dazu nutzt man einen 
radioaktiv markierten Liganden, der spezifisch an Rezeptoren an der Zelloberfläche, zu 
einem Teil jedoch auch unspezifisch an die Zellmembran bindet. Nun wird der gleiche 
Ligand ohne radioaktive Markierung im Überschuss zugegeben und kann den Liganden 
von seinen spezifischen Bindestellen verdrängen, während die unspezifische radioaktive 
Bindung erhalten bleibt. Die Differenz zwischen Gesamtbindung und unspezifischer 
Bindung entspricht der verdrängbaren spezifischen Bindung. Rechnerisch lässt sich, 
wenn man für aufsteigende Ligandenkonzentrationen jeweils die spezifische Bindung 
bestimmt, die Gesamtkonzentration der Bindungsstellen (Bmax) und die Sättigbarkeit der 
Bindung (Dissoziationskonstante KD) ermitteln (Rehm und Letzel, 2010, pp 55-57, pp 
79-81) In dieser Arbeit wurde Tritium-markiertes Naloxon ([3H]-Naloxon), ein 
unselektiver inverser Agonist an Opioidrezeptoren, verwendet. Eine Millionen Zellen 
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wurden am vorhergehenden Tag auf 100 mm Zellkulturschalen ausgesät. Am Tag des 
Experiments wurden sie vorsichtiges mit 3 ml PBS gewaschen, mit 3 ml PBS/2 mM 
EDTA abgelöst und in Stimulationspuffer aufgenommen. Nach Zentrifugation wurden 
die Zellen im gleichen Medium resuspendiert und gezählt. Die Zellzahl wurde auf 25.000 
Zellen in 400 µl eingestellt (62.500/ ml). [3H]-Naloxon wurde in Stimulationspuffer 
verdünnt. Diese Lösung wurde à 100 µl in die Vertiefungen der 96-Loch cell harvester-
Messplatte verteilt. Die finale Konzentration des [3H]-Naloxon betrug 10, 5, 2,5 und 1,25 
nM und wurde durch eine 1:4 Verdünnung durch Zugabe der Zellsuspension à 400 µl pro 
Vertiefung erreicht. Nicht radioaktiv markiertes Naloxon wurde in der Konzentration 20 
µM eingesetzt. Die Platte wurde für 1 h bei 4 °C auf Eis inkubiert. Die Zellsuspension 
wurde mit Hilfe einer Filtrationsvorrichtung (cell harvester) auf Glasfaser-Filterpapier 
überführt. Die Radioaktivität wurde mit einem Flüssigkeitsszintillationszähler gemessen, 
nachdem das Filterpapier in ein mit Szintillationsflüssigkeit gefülltes 








Abbildung 4-7: Prinzip Radioaktiver Ligandenbindungsstudien 
Ein Radioaktiv-markierter Ligand (   )wird zugegeben und bindet spezifisch an Rezeptoren sowie auch  
unspezifisch an die Zellmembran. Durch Zugaben des gleichen, aber nicht radioaktiv-markierten  
Liganden (   ) im Überschuss lässt sich die spezifische Bindung, nicht aber die unspezifische Bindung  
verdrängen. Durch Messung der jeweils gebundenen Radioaktivität kann man die spezifische Bindung als  
Differenz zwischen totaler und unspezifischer Bindung ermitteln.  
 
Stimulationspuffer F12 Medium mit 0,1 %BSA und 10 mM 
HEPES 
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4.2.2.8 Flüssigkeitsszintillation zur Messung von Radioaktivität 
 
Die verwendeten radioaktiven Moleküle sind jeweils mit zwei [3H]-Atomen markiert. Bei 
[3H] handelt es sich um einen β-Strahler, der in der Szintillationsflüssigkeit eine zu 
Strahlung proportionale Lichtemission bewirkt. Diese Emission wird mittels eines 
Photomultipliers in counts per minute (CPM) gemessen und von dem 
Flüssigkeitsszintillationszähler (WinSpectral, Perkin Elmer) direkt in die Isotop-
abhängige disintegration per minute (DPM) umgerechnet. Durch die Proportionalität von 
Lichtemission und Molekülzahl kann daraus auf Mengenveränderungen geschlossen 
werden. 
4.2.3 Molekularbiologische Methoden 
 
4.2.3.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien 
 
Escherichia coli-Bakterien, welche die benötigen Plasmide enthalten waren in Form von 
Glyercerolstocks in der Arbeitsgruppe vorhanden. Um Plasmid-DNA zu präparieren 
wurden zunächst die Zellen lysiert und von Proteinen, Membranen und bakteriellem 
Genom gereinigt, während kleine freie Plasmid-Moleküle zurückgehalten wurden 
(Mülhardt, 2009, pp 16-17). Hier wurde ein kommerzielles Reinigungskit auf Grundlage 
des alkalischen Lyse Verfahrens verwendet (für Details siehe: http://webshop.mn-
net.com/epages/de.sf/de_DE/?ObjectPath=/Shops/mnde/Products/740410.50). 
Um Plasmid-DNA in größeren Mengen zu gewinnen, wurde aus dem Glycerolstock eine 
Vorkultur in 2 ml LB-Medium mit Ampicillin (100 µg/ml) angesetzt. Nach 12-16 h 
Inkubationszeit bei 37 °C im Bakterienschüttler wurden 200 µl in 200 ml frisches LB-
Medium mit Ampicillin (100 µg/ml) gegeben, um die Hauptkultur zu erhalten. Auch 
diese wurde bei 37 °C für 12-16 h im Bakterienschüttler inkubiert. Dann konnte die 
Plasmid-DNA durch Anionenaustausch-Säulenchromatographie („NucleoBond Xtra 
Midi Plasmid DNA Purification“-Kit der Firma Macherey-Nagel) quantitativ isoliert 
werden. Dazu wurden die Bakterien zunächst für 15 min bei 4 °C und 4500 x g 
zentrifugiert. Das Sediment wurde in 8 ml Puffer „RES“ resuspendiert, anschließend 
4 Material und Methoden 
65 
 
durch 8 ml Puffer „LYS“, invertieren und 5 min Inkubation bei Raumtemperatur alkalisch 
lysiert. Nun musste das Lysat durch Zugabe von 8 ml Puffer „NEU“ neutralisiert und 
erneut invertiert werden. Um grobe Baktrientrümmer zurückzuhalten wurde in die Säule 
ein Filter gelegt und Säule samt Filter äquilibriert (12 ml Puffer „EQU“). Es folgten das 
Beladen der Säule und ein Waschschritt (5 ml Puffer „EQU“), dann konnte der Filter 
entfernt werden. Danach wurde ein weiteres Mal gewaschen (8 ml Puffer „WASH“) und 
die DNA mit 5 ml Puffer „ELU“ eluiert. Jetzt wurde die DNA durch Zugabe des 0,7 
fachen Volumen von 100 % Isopropanol gefällt und 30 min bei 15.000 x g und 4 °C 
zentrifugiert. Die Plasmid-DNA lag nun als Niederschlag am Boden des 
Reaktionsgefäßes vor. Der Überstand wurde vorsichtig abgesaugt, das Pellet mit 100 µl 
70 % Ethanol gewaschen und für 5 min bei 15.000 x g bei Raumtemperatur zentrifugiert. 
Nun wurde erneut der Überstand abgesaugt, die DNA  bei offenem Deckel bei 37 °C 
getrocknet und in Wasser aufgenommen.  
Um den Reinheitsgrad und die Konzentration der isolierten Plasmid-DNA zu ermitteln, 
wurde anschließend eine photometrische Messung durchgeführt. Nukleotide absorbieren 
aufgrund ihrer Ringstruktur ultraviolettes Licht, so dass aus der Absorption bei 260 nm 
mit Hilfe des Lambert-Beer‘schen Gesetzes die Konzentration errechnet werden kann. 
Für Nukleinsäuren bei pH = 7 gilt: Optische Dichte (OD)260 = 1 entspricht 50 µg/ml 
doppelsträngiger DNA. Außerdem wird noch die Absorption bei 280 nm, dem 
Absorptionsmaximum aromatischer Aminosäuren, gemessen, um eine 
Proteinverunreinigung zu erkennen. Die gebildete Ratio OD260nm/OD280nm sollte zwischen 
1,8 und 2,0 liegen (Mülhardt, 2009, pp 42-44). Messung und Umrechnung erfolgten 
vollautomatisch durch das Eppendorf Biophotmeter Plus. Die gewonnene DNA wurde 
auf die gewünschte Konzentration eingestellt und bei -20 °C gelagert.  
 
LB- Lennox-Medium   0,1 % Trypton/Pepton 
0,05 % Hefeextrakt 
0,05 % NaCl  
pH 7, in dH2O autoklaviert 
4 Material und Methoden 
66 
 
4.2.3.2 RNA Isolierung  
 
Die messenger Ribonukleinsäure (mRNA) aus den Zellen wurde benötigt, um sie durch 
reverse Transkription in complementary DNA (cDNA) umzuschreiben und damit eine 
qRT-PCR durchzuführen. mRNA ist die prozessierte Form der durch Transkription 
entstandenen prä-mRNA und zeichnet sich durch eine Polyadenylierung am 3‘-Ende,  ein 
7-Methyl-Guanosin-Capping am 5‘ -Ende und das Fehlen von Introns aus. Sie wird durch 
Translation an den Ribosomen in eine Aminosäuresequenz übersetzt. Durch eine 
Geninduktion kommt es zu verstärkter Proteinexpression. Die Menge der mRNA ist 
schon vor der veränderten Proteinexpression verändert und kann daher benutzt werden, 
um Aussagen über veränderte Proteinexpression zu treffen. Die hier verwendete Methode 
der RNA-Extraktion basiert auf der single step Methode nach Chomczynski 
(Chomczynski und Sacchi, 1987, Chomczynski und Sacchi, 2006). Da RNA sehr anfällig 
für den Abbau durch RNAsen ist und diese ubiquitär vorhanden und sehr stabil sind, muss 
beim Umgang mit RNA sehr sorgfältig gearbeitet werden. Es wurden daher Filter Tips 
verwendet und ein separater Arbeitsplatz eingerichtet. In dem hier beschriebenen 
Verfahren wird totale RNA isoliert, ein Gemisch verschiedener in der Zelle 
vorkommender RNA-Formen, wovon mRNA nur etwa 2 % ausmacht (Mülhardt, 2009, 
pp 122-124).  
Zur Gewinnung der RNA wurden 200.000 Zellen pro Kavität auf Poly-L-Lysin 
beschichtete 6-Loch-Zellkulturplatten ausgesät und am nächsten Tag nach vorsichtigem 
Waschen mit PBS je 2 ml Serum -und antibiotikafreies Medium zugegeben. Nach 24 h 
Serumentzug wurde das Medium abgesaugt und 900 µl Serum -und antibiotikafreies 
Medium zugegeben. Nach 60 min wurde der Ligand 10-fach konzentriert à 100 µl in 
Serum -und antibiotikafreiem Medium zugegeben und für 60 min stimuliert. Falls die 
Zellen mit Inhibitoren behandelt wurden, wurde in den betreffenden Kavitäten nur 800 µl 
Serum -und antibiotikafreies Medium zugegeben und nach 60 min 100 µl 10-fach 
konzentrierte Stimulationslösung. Damit wurden die Zellen für 30 min vorinkubiert, 
bevor der Ligand zugegeben wurde. Nach abgelaufener Stimulationszeit wurden die 
Zellen mit 1 ml TRIzol Reagent® pro Kavität lysiert und nach 5 min Inkubationszeit in 
Reaktionsgefäße überführt. TRIzol enthält Guanidiniumthiocyanat zur Zelllyse und 
Enzyminhibition. Außerdem enthält das Reagenz Phenol, in dem sich Proteine lösen. 
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Durch dessen sauren pH-Wert werden auch kleine DNA-Fragmente gelöst. Dann wurden 
in jedes Reaktionsgefäß 200 µl Chloroform zugegeben und für 10 s gemischt wodurch 
eine zweiphasige Emulsion entstand. Diese wurde durch 15 min Zentrifugation bei 4 °C 
bei 15.000 x g in eine wässrige obere Phase, eine Interphase und eine untere Phenol Phase 
getrennt. In der Interphase finden sich größere DNA-Fragmente (Mülhardt, 2009, pp 122-
124). Die wässrige RNA-haltige Phase wurde vorsichtig abgenommen und in ein neues 
Reaktionsgefäß überführt. Es folgte die Zugabe von Isopropanol (laut Hersteller: 0,5 ml 
pro 1 ml TRIzol) und ein 10 min Inkubationsschritt zur Präzipitation der RNA. 
Anschließend wurde bei 21.000 x g und 4 °C für 10 min zentrifugiert. Das RNA Präzipitat 
bildet nach Zentrifugation eine sichtbares gelartiges Pellet und sollte auf Eis gelagert 
werden. Der Überstand wurde verworfen und 1 ml kaltes 70 % Ethanol zugegeben und 
erneut für 5 min bei 4 °C und 21.000 x g zentrifugiert. Durch den Waschschritt mit 
Ethanol kann man das Isopropanol gründlicher entfernen. Dann wurde der Überstand 
abgenommen, das Pellet luftgetrocknet und in RNAse freiem Wasser durch auf -und 
abpipetieren und einer 10 min Inkubation bei 55 °C geöst. Der RNA-Gehalt wurde 
photometrisch bestimmt, indem die Extinktion bei 260 nm gemessen wurde (4.2.3.1). Um 
auch eine Aussage zur Reinheit treffen zu können, wurde außerdem die OD260nm/OD280nm-
Ratio gebildet.  
4.2.3.3 cDNA-Synthese mittels reverse Transkription 
 
Als reverse Transkription bezeichnet man die Übersetzung von mRNA in cDNA. Der 
Vorgang wird vermittelt durch das Enzym Reverse Transkriptase (RT), eine RNA-
abhängige DNA-Polymerase. Es handelt sich hierbei ursprünglich um ein virales Enzym, 
das erstmals im Rous sarcoma virus entdeckt wurde (Temin und Mizutani, 1970). Zur 
cDNA-Synthese wurde das „RevertAidTM H Minus First Strand cDNA Synthese Kit“ laut 
Herstellerangaben verwendet. Es benutzt eine H Minus Moloney murine leukemia virus 
(MMLV)-RT mit einer Punktmutation, welche die intrinsische RNAse-Aktivität 
ausschaltet (für Details siehe: 
http://www.fermentas.de/product_info.php?info=p747&language=de). 
Die verwendeten Oligo-(dT)-Primer binden durch komplementäre Basenpaarung an den 
3’Poly-A-Schwanz der mRNA. Es wurden 2 µg mRNA und 0,5 µg Oligo(dT)18 Primer 
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in nukleasefreiem Wasser eingesetzt. Um die Sekundärstruktur der mRNA zu zerstören 
und somit eine bessere Bindung der Primer zu ermöglichen, erfolgte ein 5 minütiger 
Inkubationsschritt bei 65 °C. Nun wurden Reaktionspuffer, RNAse Inhibitor (20U), RT 
(200U) und Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs) (20 µmol) zugegeben und nach 
kurzem Mischen und Zentrifugieren die Reaktion bei 42 °C für 60 min gestartet. Durch 
einen 10 minütigen 70 °C Schritt wurde die Reaktion abgeschlossen (Mülhardt, 2009, pp 
126-127). 
Es besteht die Möglichkeit, dass die isolierte mRNA mit genomischer DNA verunreinigt 
ist. Also würde in der Probe auch schon unabhängig von der reversen Transkription DNA 
vorliegen. Dies würde die Aussage über die mRNA-Menge und somit die 
Proteinexpression verfälschen. Daher wurde für jede mRNA-Probe neben dem 
Reaktionsansatz auch ein Kontroll-Ansatz ohne das Enzym Reverse Transkriptase 
hergestellt und dann eine Polymerasekettenreaktion (PCR) und eine 
Agarosegelelektrophorese (4.2.3.4) durchgeführt, um Verunreinigung mit DNA 
nachzuweisen. Im Kontrollansatz ohne Reverse Transkriptase sollte nun keine DNA-









Abbildung 4.8: Kontroll-PCR zur Überprüfung einer eventuellen Verunreinigung mit 
genomischer DNA 
Aus unterschiedlich stimulierten Zellpopulationen wurde mRNA extrahiert. Nur durch Zugabe des 
Enzyms Reverse Transkriptase (+) entsteht aus der gereinigten mRNA cDNA. Falls die mRNA mit 
genomischer DNA verunreinigt ist, erscheint auch in der Negativ-Kontrolle ohne Enzym (-) eine Bande. 
Die Stimulation scheint keinen Einfluss auf die cDNA-Ausbeute zu haben, alle Banden erscheinen gleich 
stark. 
1 Basal (+)  
2 Basal (-)  
3 Methanolkontrolle (+)  
4 Methanolkontrolle (-) 
5 PD184352  (+)  
6 PD184352  (-) 
7 Morphin (+) 
8 Morphin (-) 
9 Morphin PD184352 (+)  





 1    2    3    4   5   6   7    8    9   10  11  12 
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4.2.3.4 PCR und Agarosegelelektrophorese 
 
Die PCR ist ein Verfahren zur selektiven DNA Amplifikation in vitro (Mullis und 
Faloona, 1987, Saiki et al., 1985). Dazu benutzt man DNA Polymerasen, die ausgehend 
von an die DNA-Matrize angelagerte Oligodesoxyribonukleotiden (Primer) mit freiem 
3’OH-Ende den Matritzenstrang replizieren. Durch die sequenzspezifische Auswahl von 
zwei 20-30 Basenpaaren (bp) langen Primern erreicht man die spezifische Amplifikation 
des gewünschten Bereiches zwischen den beiden Primern. (Vorwärts -und 
Rückwärtsprimer, F-Primer und R-Primer). Der PCR Ansatz enthält neben den DNA-
Primern, der zu amplifizierenden DNA-Matrize und dNTPs als Ausgangsmaterial für die 
DNA-Synthese auch eine geeignete Pufferlösung und MgCl2 als Kofaktor der DNA-
Polymerase. Bei der DNA-Polymerase handelt es sich um die thermostabilen taq DNA-
Polymerase, die durch Inkubation bei 95 °C nicht zerstört wird (Saiki et al., 1988). Die 
Reaktion läuft in einem Thermocycler (PCR-Maschine 96 Universal Gradient) 
automatisch ab. Eine PCR umfasste 35 Zyklen, wobei jeder Zyklus aus drei Schritten 
besteht. Zunächst erfolgte ein Denaturierungsschritt bei 94 °C, wodurch die Matritzen-
DNA in Einzelstränge aufgetrennt wird. Es folgte ein Primeranlagerungsschritt 
(annealing), in dem die Oligonukleotid-Primer mittels Basenpaarung an die jeweils 
komplementäre Sequenz der Matritzen-DNA binden. Die für diese Hybridisierung 
optimale Temperatur ist abhängig von der Schmelztemperatur der Primer und diese 
wiederum vom CG-Gehalt. Dieser bestimmt die Anzahl der Wasserstoffbrücken und 
somit die Festigkeit der Bindung. Die Hybridisierungstemperatur  liegt in der Regel 
zwischen 40 und 70 °C. Zuletzt erfolgt ein Amplifikationsschritt bei 72 °C, nahe dem 
Temperaturoptimum der taq DNA-Polymerase (Saiki et al., 1988). Hier wird die DNA-
Matrize ausgehend vom 3’OH-Ende der Primer dupliziert. So verdoppelt sich unter 
optimalen Bedingungen in jedem Zyklus der zwischen den Primern liegende Teil der 
DNA-Matrize. Die exponentielle DNA Amplifikation endet gegen Ende der Reaktion 
durch störende Einflüsse von akkumulierenden Produkten. Wenn die Primer im 
Überschuss eingesetzt werden, kommt es zu einer Amplifikation um den Faktor 235 (≈ 
1010) in einem PCR-Lauf (Mülhardt, 2009, pp 84-95). 
Zum Nachweis der amplifizierten cDNA wurde eine Agarosegelelektrophorese 
durchgeführt. cDNA ist wegen ihrer negativ geladenen Phosphatgruppen ein Polyanion 
4 Material und Methoden 
70 
 
und wandert im elektrischen Feld zur Anode. Ein Agarosegel (2 % Agarose in Tris-
Acetat-EDTA (TAE)-Puffer) bildet eine netzartige Struktur, durch dessen Poren die 
Nukleinsäuren größenabhängig unterschiedlich gut wandern, wobei größere 
Nukleinsäuren stärker zurückgehalten werden. Vor dem Auftragen auf das Gel wurde die 
cDNA mit Bromphenol-haltigem DNA-Ladepuffer vermischt um die Lauffront 
erkennbar zu machen. Außerdem enthält der Ladepuffer auch Glycerin, das die Dichte 
der Proben erhöht, so dass diese in die Tiefe der Geltasche sinken und nicht heraus gespült 
werden. Zur Sichtbarmachung der DNA wurde das interkalierende Fluorochrom 
Ethidiumbromid eingesetzt. Nach Einlagerung in doppelsträngige DNA verstärkt sich 
dessen Fluoreszenz, so dass DNA Moleküle nach Anregung des Ethidiumbromids mit 
UV Licht der Frequenz 590 nm in Form von Banden in einem UV-Transluminator-Foto-
Dokumentationssystem nachgewiesen werden konnten. Zusätzlich zu den Proben wurde 
ein DNA-Größenmarker (GeneRuler 100bp) aufgetragen, um die Größe der Banden 
abschätzen zu können (Mülhardt, 2009, pp 58-66).  
Tris-Acetat-EDTA (TAE) -Puffer (50fach)
  
2 M Tris-Base 
17,5 % Essigsäure 
100 mM EDTA 
pH 8,3 
 
4.2.3.5 Quantitative Real Time-PCR (qRT-PCR) 
 
Die quantitative Real-Time-PCR ist ein Verfahren, welches, basierend auf dem Prinzip 
der PCR zusätzlich die Quantifizierung der entstehenden DNA in Echtzeit ermöglicht. 
Dafür werden Fluoreszenz-Messungen während jedem PCR-Zyklus durchgeführt, wobei 
die Fluoreszenz proportional zur Menge der PCR-Produkte ansteigt und diese damit 
quantifizierbar werden. Je mehr DNA-Matrize zu Anfang vorliegt, desto weniger 
Amplifiaktionszyklen sind nötig, um eine DNA-Menge zu erreichen, die groß genug ist 
um ein detektierbares Fluoreszenzlevel zu produzieren. Somit kann man auf die Menge 
der anfangs vorliegenden DNA-Matrize rückschließen (Bustin et al., 2005, Holzapfel und 
Wickert, 2007, Kubista et al., 2006). Es gibt verschiedene Möglichkeiten der 
Fluoreszenzdetektion. Einige Formate nutzen fluorescence resonance energy transfer 
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(FRET) und benötigen dafür fluoreszenzmarkierte Primer. Jedes Fluorochrom wird durch 
Licht einer bestimmten Wellenlänge angeregt, und strahlt wiederum Licht einer 
bestimmten Wellenlänge ab. Wenn sich zwei Fluorochrome in räumlicher Nähe befinden 
und die Wellenlänge des vom ersten abgestrahlten Licht der Anregungswellenlänge des 
zweiten Fluorochroms entspricht, wird nach Anregung des ersten Licht emittiert, das der 
spezifischen Wellenlänge des zweiten entspricht. So kann man den räumlichen Abstand 
zwischen den fluoreszenzmarkierten Primern bestimmen. Eine andere Möglichkeit ist der 
Einsatz interkalierender Fluorochrome, wie zum Beispiel das hier verwendete SYBR 
GreenI. Die Fluoreszenz steigt hier in Abhängigkeit der Menge der doppelsträngigen 
DNA, in die der Fluoreszenzfarbstoff eingebaut werden kann (Mülhardt, 2009, pp 110-
111). Da unterschiedliche cDNA Ausgangsmengen eine Geninduktion vortäuschen 
können, wird jeweils gleich viel mRNA zur cDNA Synthese eingesetzt und zur 
Normierung ein Referenzgen (house keeping gene, Haushaltsgen) als Kontrolle mit 
gemessen. Dieser externe Standard wird nicht induziert oder in irgendeiner Weise 
reguliert und kann somit als Anhaltspunkt dienen, wie viel cDNA sich in der Probe befand 
(Mülhardt, 2009, pp 108-109). 
Außerdem kann man mit Hilfe der qRT-PCR eine Schmelzkurve erstellen um die PCR-
Produkte zu verifizieren. Dazu wird am Ende der Reaktion die Temperatur bis auf 95°C 
erhöht, wodurch es zur Denaturierung kommt. Da das verwendete Fluorochrom nur in 
doppelsträngiger DNA fluoresziert, kommt es bei der primerspezifischen, 
sequenzabhängigen  Schmelztemperatur zum Fluoreszenzabfall. Für die Quantifizierung 
der qPT-PCR ist die Bestimmung des crossing points (CP) relevant. Dieser ist definiert 
als der Zeitpunkt, an dem die Fluoreszenz eines PCR Produktes die bloße Hintergrund-
Fluoreszenz übersteigt und liegt am Anfang der  exponentiellen Phase der DNA-
Vermehrung. Daraus erfolgt die Berechnung der Induktion durch einen Stimulus anhand 
der ΔΔCP Methode (Pfaffl, 2001). Hierfür wird eine Induktion gegenüber der 
unstimulierten Basalbedingung ermittelt und gleichzeitig das untersuchte Gen auf ein 
Kontroll-Haushaltsgen bezogen: CP (Basal (Gen-Kontrolle)) - CP (Stimulus(Gen-Kontrolle)).  
Um eine Amplifikation genomischer DNA auszuschließen, wurden Intron-
überspannende Primerpaare verwendet. Introns sind nicht kodierende DNA-Abschnitte, 
die in mRNA nicht mehr vorkommen. Sie liegen zwischen den kodierenden Exonen.  
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Die gewonnene cDNA wurde im Verhältnis 1:100 für die Reaktion eingesetzt. Die Primer 
wurden in nukleasefreiem Wasser auf die Konzentration 10 µM verdünnt und jeweils der 
Vorwärts -und Rückwärtsprimer (F -und R-Primer) zusammen gegeben. Es wurde „Fast 
Start SYBR Green Master“ der Firma Roche verwendet, ein Gemisch, das neben dem 
Fluorochrom auch alle weiteren benötigten Reagenzien für die PCR-Reaktion (4.2.3.4) 
enthält. Für den RT-PCR-Ansatz wurden dann 8 µl der DNA-Matrize mit 10 µl SYBR 
Green Master und 2 µl Primer vermischt. Dadurch erreichte man die finale Konzentration 
von 1 µM Primer. Nach einem Zentrifugationsschritt für 3 min und 3000 x g  bei 4 °C 
wurde die Reaktion in einem LightCycler480® gestartet. Sie bestand aus einem initialen 
Denaturierungsschritt für 15 min bei 95 °C und 55 Zyklen bestehend aus jeweils 
aufeinanderfolgend 10 s 94 °C, 10 s 55 °C und 10 s 72 °C. Die Crossing-Points und 
Schmelzkurven konnten mit der LightCycler480®Software bestimmt werden.  
Primer Sequenz Referenznummer 
AC1  
(Adenylylcyclase 1) 
L 5‘-catcgagaccttctttattgtgc -3‘ 
R 5‘-ccgagagaatcaaacctgga-3‘ 
NM_001107239.1 
Arhgef5  (Rho guanine-
nucleotide exchange 











dependent kinase 5) 
L 5‘-ctgcgatgcagaaatacgag-3‘ 
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domain, short basic 
domain, secreted, 
(semaphorin)) 
L 5‘-cagaggcgaaatgaagatcg -3‘ 
R 5‘-gcccctgttctgtcctgat-3‘ 
NM_017310.1 
Sema 3c (sema 
immunoglobulin 






Srf   








Tabelle 4.1: Hier verwendete PT-PCR Primer für SRF-Zielgene 
Alle verwendeten Primer sind Ratten-speziesspezifisch und weitestgehend Intron-überspannend. 
Primerpaare, für die dies nicht möglich war sind als nicht-Intron-überspannend (x) gekennzeichnet. 
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4.2.4 Auswertung und Statistik 
 
Die Auswertung der gewonnenen Daten erfolgte mit Prism 4.0 Software der Firma 
GraphPad. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert (MW) ± Standardfehler des 
Mittelwerts (SEM). Unterschiede wurden als signifikant angesehen, wenn der p-Wert ≤ 
0,05 betrug und in drei Signifikanzniveaus eingeteilt (Tabelle 4.2). Mittelwertvergleiche 
zwischen zwei Gruppen wurden mit dem Two sample t-test (Zweistichprobentest) 
durchgeführt. Um Mittelwerte einer Spalte gegen Null zu testen wurde der One sample t-
test (Einstichprobentest) mit hypothetischem Mittelwert verwendet. Aus Gründen der 
Übersichtlichkeit wurden Signifikanzniveaus beim Einstichprobentest mit Rauten (#), 
beim Zweistichprobentest mit Sternchen (*) markiert. Durch nicht lineare Regression ließ 
sich aus Messpunkten eine Sättigung-Bindungskurve mit der Funktion y = 
(Bmax·x)/(kD+x) erstellen (Abbildung 4.9). Diese beschreibt die Ligandenbindung an 
einen Rezeptor als Funktion ansteigender Ligandenkonzentrationen. Bei bekannten 
ansteigenden Ligandenkonzentrationen (x) und der jeweiligen korrespondierenden 
spezifischen Bindung (y) können kD (die Gleichgewichtsdissoziationskonstante) und 
Bmax (die maximale Anzahl der Bindungsstellen) bestimmt werden (Motulsky, 1999). 
Zur Beurteilung der Modellgüte wurde das Bestimmtheitsmaß R2 verwendet. Dieser 
Parameter hat einen Wert zwischen 0 und 1, wobei ein höherer Wert für höhere 
Modellgüte spricht (Motulsky, 1999). 
* /  #  p ≤ 0,05 
** / ## p ≤ 0,01 
*** / ### p < 0,001 
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5.1 Nachweis endogener Opioidrezeptoren in F11 
Zellen 
5.1.1 Sättigungs-Bindungskurve von [3H]-Naloxon  
 
Bei F11 Zellen handelt es sich um eine Hybridzelllinie aus DRG-Neuronen der Ratte und 
Neuroblastomzellen der Maus, die als gutes Modellsystem zur Analyse vom DRG- 
Neuronen angesehen wird (Francel et al., 1987, Puttfarcken et al., 1997, Boland et al., 
1991, Jung und Miller, 2008, McIlvain et al., 2006). F11 Zellen exprimieren endogen 
µOR und δOR, jedoch keine κOR (Fan et al., 1992, Fan et al., 1993).  
Um den in dieser Arbeit verwendeten F11 Zellpool hinsichtlich seiner 
Opioidrezeptorexpression zu charakterisieren, wurden Sättigungskurven mit Naloxon 
erstellt. Naloxon ist ein subtypunselektiver inverser Agonist am Opioidrezeptor und 
bindet daher an alle vorhandenen Opioidrezeptoren der Zelle (Dhawan et al., 1996). 
Durch Bindungsstudien konnten 367 ± 92 fmol/mg spezifische Opioidbindestellen und 
eine Dissoziationskonstante von  9.0 ± 3.9 nM ermittelt werden (Abbildung 5.1). Diese 
Werte sind zu den Angaben über die Opioidbindestellen und deren 
Dissoziationskonstante in F11 Zellen in der Literatur sehr ähnlich (Fan et al., 1992). Um 
Ergebnisse aus F11 Zellen auf DRG-Neurone übertragen zu können, sollte die 
Opioidrezeptorexpression vergleichbar hoch sein. Betrachtet man die für DRG-Neurone 
beschriebene Werte in der Literatur, ist die Opioidrezeptorexpression dort mit 50 fmol/mg 
deutlich geringer (Shaqura et al., 2004). Bei der Interpretation dieser Daten muss aber 
beachtet werden, dass nur ein geringer Anteil von etwa 20 % der DRG-Neuronen 
Opioidrezeptoren exprimiert (Ji et al., 1995), während dieser Anteil durch gezielte 
Selektion in F11 Zellen deutlich höher ist. Berücksichtigt man dies, ist die 
Größenordnung der Opioidrezeptorexpression in F11 Zellen und DRG-Neuronen 




verhalten und stellt ein geeignetes Modellsystem dar, um Genregulation durch Opioide 







Abbildung 5.1: Sättigungskurve mit [3H]-Naloxon und F11 Zellen 
Dargestellt ist die Ligandenbindung als Funktion ansteigender Ligandenkonzentrationen. Die spezifische 
Bindung errechnet sich als Differenz der totalen und der unspezifischen Bindung. Bestimmtheitsmaß R2 = 
0,9. Darstellung als MW ± SEM. Es wurden 3 unabhängige Experimente in Triplikaten durchgeführt. 
 
5.1.2 Agonisteninduzierter Abbau der Opioidbindestellen 
 
Nach Aktivierung eines GPCR kann es zu Rezeptordesensibilisierungs -und 
Internalisierungsvorgängen kommen. Nach seiner Internalisierung kann der Rezeptor 
intrazellulär abgebaut oder resensitisiert werden (Sibley et al., 1987). Endozytoseprozesse 
an Opioidrezeptoren finden schon nach kurzfristiger Stimulation (10 min) statt, während 
Proteinabbau eine Reaktion auf langfristige Rezeptoraktivierung ist. Morphinstimulation 
führt im Vergleich zu DAMGO zu geringerer Rezeptorinternalisierung und geringerem 
Proteinabbau. Diese Unterschiede werden mit der starken Toleranzentwicklung nach 
Morphingabe in Zusammenhang gebracht (Johnson et al., 2005).  
Um einen durch DAMGO oder Morphin induzierten Rezeptorproteinabbau in F11 Zellen 
nachzuweisen und mögliche Unterschiede der beiden Liganden  herauszuarbeiten, 
wurden Sättigungs-Bindugskurven mit [3H]-Naloxon an für 24 h vorstimulierten F11 
Zellen durchgeführt. Dieser Zeitraum war so gewählt, dass langfristige Veränderungen 
der Opioidbindestellen beobachtet werden konnten.  In F11 Zellen konnte eine Abnahme 
der Opioidbindestellen durch DAMGO gezeigt werden. Morphinstimulation scheint die 







































Rezeptorproteinmenge tendenziell auch zu verringern, aber nur DAMGO führt zu einem 
signifikanten Abbau des Rezeptorproteins (Abbildung 5.2). Die Opioidbindestellen in 
F11 Zellen verhalten sich bezüglich des Rezeptorproteinabbaus ligandenspezifisch, 
wobei Morphin eine deutlich geringere Degradation induziert. Dieses Verhalten ist für 
Morphin in der Literatur beschrieben (Ueda et al., 2003).  
 






Abbildung 5.2: agonisteninduzierter Proteinabbau in F11 Zellen 
Die Zellen wurden 24 h mit 1 µM DAMGO oder Morphin vorstimuliert und Bmax ermittelt.  Darstellung 
als MW ± SEM. (A) Ein Beispielexperiment, durchgeführt in dreifacher Bestimmung zeigt eine Abnahme 
der spezifisch gebundenen Aktivität im Vergleich zu unstimulierten Zellen. Mittelwertvergleich im 
Zweistichprobentest. (B) Es wurde der agonisteninduzierte prozentuale Rezeptorabbau ermittelt. 
Signifikanztestung im Einstichprobentest. n = 3 
 
5.1.3 Kalziumfreisetzung nach Opioidrezeporstimulation 
 
Opioidrezeptorstimulation erhöht die intrazelluläre Kalziumkonzentration. So erfolgt in 
SH-SY5Y Zellen µOR-abhängig ein intrazellulärer Kalziumanstieg (Smart et al., 1995).  
Eine Aktivierung der µOR und δOR führt in der DRG-Neuroblastom-Hybridzelllinie 
ND8-47 zu einem Anstieg der intrazellulären Kalziumkonzentration (Tang et al., 1994).  
Um die zuvor an F11 Zellen nachgewiesenen Opioidbindestellen als funktionelle 
Opioidrezeptoren zu charakterisierten, wurden Messungen mit dem kalziumabhängigen 
Fluochrom Fluo8 durchgeführt. Der µOR-spezifische Ligand DAMGO, der δOR-
spezifische Ligand DPDPE und Morphin induzierten jeweils einen Anstieg der 
intrazellulären Kalziumkonzentration in F11 Zellen (Abbildung 5.3). In der hier 











































































spezifisch. Um den δOR zu aktivieren, wären höhere Konzentrationen nötig (Raynor et 
al., 1994). Analog zu der DRG-Neuroblastom-Hybridzelllinie ND8-47 führt auch in F11 







Abbildung 5.3: intrazelluläre Kalziumfreisetzung durch Opioide in F11 Zellen 
Die Fluo8-Floureszenz wurde nach Injektion (bei t = 5 s) von Ligand oder Pufferlösung  gemessen. Der 
erste gemessene Wert wurde als 100 % definiert, um die Werte zu standardisieren. Gezeigt sind 
beispielhafte Kurven für die jeweiligen Liganden aus 3 unabhängigen Experimenten in dreifacher 
Bestimmung. Die Opioidrezeptorliganden wurden jeweils 1 µM eingesetzt. Darstellung als MW ± SEM.  
 
5.1.4 Inhibition der AC durch Opioide  
 
Die Aktivierung eines Gαi/o gekoppelten GPCR führt zur Inhibition der AC und somit zur 
Abnahme des intrazellulären cAMP-Spiegels. Opioidrezeptoren interagieren mit PTX-
sensitiven Gαi/o-Proteinen (Connor und Christie, 1999).  
Sind die Opioidrezeptoren in F11 Zellen funktionell an Gαi/o-Proteine gekoppelt, so 
beeinflusst eine Ligandenstimulation über die Inhibition der AC den intrazellulären 
cAMP-Spiegel. Um dies nachzuweisen, wurde die Inhibition der FSK-induzierten cAMP 
Akkumulation durch Opioiden in F11 Zellen untersucht. Der Naturstoff  FSK  ist ein 
direkter Aktivator der AC. Hemmende Einflüsse auf die AC lassen sich durch den zuvor 
erhöhten cAMP-Spiegel besser darstellen. Der µOR-spezifische Agonist DAMGO sowie 
die beiden δOR selektiven Agonisten DPDPE und DSLET inhibieren signifikant die AC-
Aktivität in F11 Zellen und erniedrigen den durch FSK erhöhten cAMP Spiegel 
(Abbildung 5.4). Die durch Morphin induzierte Inhibition der AC in F11 Zellen scheint 
etwas geringer auszufallen, was dadurch erklärbar ist, dass Morphin eine geringere 











































Rezeptoraffinität zum µOR besitzt als der selektive Ligand DAMGO (Raynor et al., 
1994). Die Wirkung der Opioide auf die AC in F11 Zellen ist durch PTX  blockierbar. 
Opioidrezeptoren in F11 Zellen sind somit funktionell an G-Proteine der PTX sensitiven 
Subfamilie Gαi/o gekoppelt. 
5.1.5 Einflüsse von Opioiden auf CREB-abhängige 
Genexpression  
 
Die Aktivierung eines GPCR kann über verschiedene Mechanismen Einfluss auf die 
Genregulation nehmen. Einer dieser Wege ist die Aktivierung des Transkriptionsfaktors 
CREB und darauffolgend dessen spezifische Bindung an die CRE-Sequenz. Die durch 
cAMP aktivierte PKA stellt den wichtigsten CREB-Aktivator dar (3.4.2). Es ist bekannt, 
dass Opioide CREB-abhängige Genexpression beeinflussen können (3.5.1.2). 
Opioidrezeptoren sind in F11 Zellen an Gαi/o-Proteine gekoppelt und hemmen die AC-
Aktivität, was wiederum zu einer Inhibition der PKA führt. PKA beeinflusst die 
Aktivierung des Transkriptionsfaktors CREB. Da Opioidrezeptorliganden die PKA-
Aktivität beeinflussen, ist ein Effekt von Opioiden auf CREB  in F11 Zellen denkbar. 
Um CRE-abhängige Genexpression durch Opioide in F11 Zellen zu untersuchen, wurde 
ein Luziferase-Reportergenkonstrukt mit sechs CRE Bindestellen verwendet. Die 
Expression eines Reportergens ist induzierbar durch Transkriptionsfaktorbindung an das 
response element (Jiang et al., 2008). FSK führt  über einen erhöhten cAMP-Spiegel zu 
einer CREB-Aktivierung. Analog zur Inhibition der FSK-induzierten cAMP 
Akkumulation durch Opioide in F11 Zellen konnte eine opioidvermittelte Inhibition der 
FSK-induzierten CRE Reporteraktivität in F11 Zellen gezeigt werden (Abbildung 5.5). 
Dies scheint dem hemmenden Einfluss eines Gαi/o-gekoppelten Rezeptors auf PKA und 
CRE zu entsprechen und zeigt, dass funktionell Gαi/o-gekoppelte Opioidrezeptoren in F11 



















Abbildung 5.4: Inhibition der FSK-induzierten cAMP Akkumulation durch Opioide in F11Zellen 
Darstellung als MW ± SEM. (A) Ein Beispielexperiment, durchgeführt in dreifacher Bestimmung. Die 
Zellen wurden mit je 1 µM Ligand für 30 min stimuliert. Mittelwertvergleich im Zweistichprobentest. (B) 
Eine PTX Behandlung der Zellen erfolgte für 16 h mit 50 ng/ml. Die Zellen wurden dann für 30 min mit 
je 1 µM Ligand stimuliert. Eine ligandeninduzierte Inhibition der  FSK (5 µM) abhängigen cAMP 
Akkumulation in % wurde errechnet. Signifikanztestung im Einstichprobentest (#) und 









Abbildung 5.5: Opioidvermittelte Inhibition der FSK-induzierten CRE-Reporter-Aktivität 
 (A) schematische Darstellung des 5 x CRE-Reportergenkonstruktes. Darstellung als MW± SEM. (B) 
Veränderung der ligandeninduzierten Luziferaseaktivität bezogen auf FSK in einem Beispielexperiment, 
durchgeführt in vierfacher Bestimmung. FSK-Konzentration 10 µM, DAMGO, Morphin, DPDPE, DSLET 
jeweils 1 µM. Stimulationszeitraum 16 h. Mittelwertvergleich im Zweistichprobentest.  (C) Experimente 
wurden zusammengefasst und die prozentuale Inhibition des FSK-Signals ermittelt. Signifikanztestung im 
Einstichprobentest. n = 3-5  



































































































































































































































































































































5.2 Genregulation durch Opioide in F11 Zellen 
5.2.1 Opioidinduzierte CREB-abhängige Genexpression 
 
Es ist bekannt, dass Morphin über die Phosphorylierung von CREB und die daraus 
resultierende Aktivierung von CRE Genexpressionsveränderungen induzieren kann, 
welche Folgen für die Opioidabhängigkeit haben können (Maldonado et al., 1996, Li und 
Clark, 1999). Während Opioide in F11 Zellen eine hemmenden Einfluss auf die FSK-
induzierte CRE Reporteraktivität (Abbildung 5.5) haben,  ist für NG108-15 Zellen eine 
CREB-Aktivierung durch Opioide gezeigt (Bilecki et al., 2004, Bilecki et al., 2000). 
Um direkte Effekte von Opioiden auf CRE-abhängige Genexpression in F11 Zellen zu 
analysieren, wurde die opioidinduzierte CRE-Aktivität in Abwesenheit von FSK 
gemessen. FSK wurde als Positivkontrolle benutzt, da es über einen rezeptorunabhängig 
erhöhten cAMP-Spiegel CREB aktiviert. Eine vierstündige Stimulation mit DAMGO, 
Morphin, DPDPE und DSLET hatte keinen Einfluss auf die Aktivität des CRE 
Reportergenkonstruktes (Abbildung 5.6), während eine 16-stündige Stimulation zu einer 
signifikanten Inhibition der CRE Aktivität durch Morphin und DAMGO führte 
(Abbildung 5.6). 
Morphin und DAMGO führen in F11 Zellen zu einer Inhibition der CRE-abhängigen 
Genexpression. Damit unterscheiden sich die Effekte von Opioiden auf CREB in F11 
Zellen von anderen Zellsystemen, in welchen eine Aktivierung beschrieben ist (Bilecki 
et al., 2004, Bilecki et al., 2000). Eine Vielzahl von Signalwegen nimmt Einfluss auf die 
CREB-abhängige Genregulation (Johannessen et al., 2004). Zelltypspezifisch könnten 


































Abbildung 5.6: Einfluss von Opioiden auf die CRE-Aktivität nach 4 h und 16 h Stimulation 
Darstellung als MW ± SEM. (A&C) zeigen Veränderungen der Luziferaseaktivität nach 
Ligandenstimulation. Je ein Beispielexperiment, durchgeführt in sechsfacher Bestimmung. FSK 5 µM, 
DAMGO, Morphin, DPDPE, DSLET jeweils 1 µM. Mittelwertvergleich im Zweistichprobentest. (B&D) 
Die prozentuelle Veränderung der Reportergenaktivität wurde errechnet indem basale Werte als 100 % 




























































































































































































































5.2.2 Opioidinduzierte SRF/TCF-abhängige Genexpression  
5.2.2.1 ERK-1/2-Aktivierung durch Opioide 
 
ERK-1/2 können durch Opioide aktiviert werden und diese Aktivierung kann zur 
Entstehung von Toleranz und Abhängigkeit beitragen (Chen und Sommer, 2009). 
Aktivierte ERK-1/2 regulieren die Aktivität der Transkriptionsfaktoren CREB und Elk-1 
aus der Familie der TCF-Transkriptionsfaktoren (Ligeza et al., 2008). Daher sollten nun 
die Folgen einer Opioidrezeptoraktivierung auf ERK-1/2 in F11 Zellen untersucht 
werden. Die ERK-1/2-Phosphorylierung durch Morphin läuft nach kurzfristiger 
Stimulation unabhängig von der Rezeptorinternalisierung ab (Bilecki et al., 2005). 
Opioide können bei längeren Stimulationszeiten eine Aktivierung von ERK-1/2 über β-
Arrestin induzieren, was dann zur Translokation der ERK-1/2 in den Zellkern und zur 
Transkriptionsregulation führt (Zheng et al., 2008). Da der Stimulationszeitraum 
entscheidend für die Transkriptionsregulation zu sein scheint, wurde die ERK-1/2-
Aktivierung in F11 Zellen für einen kurzfristigen und längeren  Stimulationszeitraum 
bestimmt. Die Aktivierung der Serin/Threonin Kinase ERK-1/2 erfolgt durch 
Phosphorylierung von Tyrosyl -und Threonylresten (Anderson et al., 1990, Roskoski, 
2012) und kann durch phosphospezifische Antikörper nachgewiesen werden. 
In F11 Zellen konnte eine ERK-1/2-Phosphorylierung durch DAMGO, Morphin und 
DPDPE induziert werden. Diese war nach 5 minütiger und 20 minütiger (Abbildung 5.7) 
Stimulation signifikant. Eine Vorbehandlung der Zellen mit PTX konnte diesen Effekt 
vollständig blockieren, daher scheint die ERK-1/2-Phosphorylierung in F11 über PTX-
sensitive Gαi/o-Proteine vermittelt zu sein, so wie dies für Opioide in anderen Geweben 






























Abbildung 5.7: ERK-1/2-Phosphorylierung durch Opioide in F11 Zellen nach 5 min und 20 min 
Stimulation 
Die Zellen wurden mit je 1 µM DAMGO, Morphin, DPDPE stimuliert. Eine PTX-Behandlung erfolgte für 
16 h mit 50 ng/ml. Es wurden phospho-ERK-1/2-Antikörper (p-ERK) und ERK-2-Antikörper (t-ERK) 
verwendet. (A & B) zeigen repräsentative Immunoblots. In  (C & D) wurden Experimente densitometrisch 
quantifiziert und die p-ERK-1/2/t-ERK- Ratio ermittelt. Diese wurde normiert indem Werte unstimulierter 
Zellen als 100 % definiert wurden. Darstellung als MW ± SEM. Signifikanztestung im Einstichprobentest. 
n = 9-10 




































































































5.2.2.2 Opioidvermittelte Aktivierung eines TCF/SRF, AP-1, STAT-
abhängigen Reporters  
 
Neben CREB existieren weitere Transkriptionsfaktoren mit deren Hilfe GPCR Einfluss 
auf die Genregulation in der Zelle nehmen können. Da Genregulation durch Opioide in 
F11 Zellen nicht CREB-vermittelt zu sein scheint, stellt sich die Frage nach dem in diesen 
Zellen verantwortlichen Transkriptionsfaktor. Transkriptionsfaktoren binden an 
regulatorische Elemente und können somit Transkription initiieren (Blackwood und 
Kadonaga, 1998). Bekannte durch GPCR regulierte regulatorische Elemente sind Sis-
Inducible Element (SIE), SRE, die ETS-Bindestelle und die AP-1-Domäne.  
SIE wird durch Bindung von sis-inducible factor (SIF), einem signal transducer and 
activator of transcription (STAT)-Dimer aktiviert. STAT-Proteine wiederum können 
durch janus kinases (JAK) phosphoryliert und dadurch aktiviert werden (Janknecht et al., 
1995). Eine Aktivierung von STAT ist auch direkt durch PKC oder MAPK möglich 
(Weber-Nordt et al., 1998). SRE wird durch Bindung von SRF aktiviert. TCF wie Elk-1 
binden nach Komplexbildung mit SRF an ETS-Motive (Janknecht et al., 1995). Das 
activating protein-1 gehört zur Familie der basischen Leucin-Zipper-
Transkriptionsfaktoren und bindet an die AP-1-DNA-Sequenz. Das AP-1-Protein ist ein 
Heterodimer aus je einem Protein der Fos und der Jun-Transkriptionfaktorfamilie (Nestler 
und Hyman, 2002). Hier wurde ein Reportergenkonstrukt benutzt, das im Promotor 
transriptionsaktivierende regulatorische Elemente für die Transkriptionsfaktoren 
TCF/SRF, STAT und AP-1 besitzt. DAMGO, Morphin, DPDPE und DSLT induzierten 
in F11 Zellen über das ETS/SRE, SIE, AP-1-Reportergenkonstrukt eine signifikante 
Luziferaseexpression, die dem Effekt von 20 % Serum entsprach (Abbildung 5.8). 
Opioidrezeptorliganden können in F11 Zellen Genexpressionsveränderungen induzieren. 







5.2.2.3 Opioidabhängige Aktivierung eines reinen TCF/SRF-abhängigen 
Reporters 
 
Um das für die Reportergenaktivierung verantwortliche response element weiter 
einzugrenzen, wurde jetzt ein Reportergenkonstrukt verwendet, das fünf Wiederholungen 
der SRF/TCF Bindestelle, aber keine weiteren response elements enthält. Morphin, 
DAMGO, DPDPE und DSLET konnten in F11 Zellen eine SRF/TCF-abhängige 
Luziferaseexpression induzieren (Abbildung 5.9). Die Liganden unterscheiden sich in 
der Stärke der Reportergeninduktion.  Der µOR-selektive Agonist DAMGO hatte die 
stärkste Wirkung auf das TCF/SRF Reportergenkonstrukt und DPDPE führte zur 
geringsten Aktivierung. Morphin wirkt auf δOR und µOR, hat jedoch eine höhere 
Affinität zum µOR. Bei der verwendeten Konzentration von 1 µM ist davon auszugehen, 
dass der Effekt von Morphin auf die ETS/SRE-Reporteraktivität großteils µOR-vermittelt 
ist. Der selektive δOR-Ligand DSLET hat zusätzlich eine gewisse Affinität zum µOR 
(Fukuda et al., 1995, Raynor et al., 1994). Eine Stimulation von δOR und µOR führt in 
F11 Zellen zur TCF/SRF Aktivierung, wobei µOR Liganden eine etwas stärkere 
TCF/SRF Aktivierung erzielen. Die beobachtete morphininduzierte ETS/SRE-
Aktivierung in F11 Zellen ist bislang in der Literatur nicht beschrieben. Um Artefakte 
auszuschließen, wurde die Trägersubstanz Methanol hinsichtlich ihrer Effekte auf die 
Reportergeninduktion untersucht. Hier war jedoch kein Einfluss auf die ETS/SRE-
Reporteraktivität festzustellen.  
Um die Hypothese zu testen, dass die morphininduzierte ETS/SRE-abhängige 
Genexpression in F11 Zellen durch eine Aktivierung des µOR vermittelt wird, wurde der 
selektiven µOR-Antagonist CTAP (Pelton et al., 1986) verwendet und dessen Einfluss 
auf die ETS/SRE-Reportergenaktivität untersucht.  
Durch den µ-Opioidrezeptorantagonist konnte die durch DAMGO und Morphin 
induzierte Reportergenaktivität inhibiert werden, während die DPDPE-abhängige 
Luziferaseexpression sogar etwas verstärkt zu sein schien (Abbildung 5.10). Daher kann 
man davon ausgehen, dass die morphinvermittelte ETS/SRE-abhängige Genexpression 
in F11 Zellen über den µOR vermittelt wird. Der verstärkte Effekt von DPDPE auf die 




da. Der Befund deckt sich mit Erkenntnissen, nach denen µOR und δOR in endogenen 
Expressionssystemen Heterodimere bilden können, in denen durch Rezeptorinteraktion 
die Bindestellen für δOR-spezifische Liganden durch µOR-selektive Liganden erhöht 
werden können (Gomes et al., 2000). Dieses Phänomen wurde jedoch auch nach 5 


















Abbildung 5.8: Opioidinduzierte SIE, ETS/SRE, AP-1-Reportergenaktivität  in F11 Zellen 
(A) schematische Darstellung der response elements im SIE, ETS/SRE, AP-1- Reportergenkonstruktes 
Darstellung als MW ± SEM. (B) Ein Beispielexperiment, durchgeführt in vierfacher Bestimmung. Die 
Zellen wurden mit 20 % Serum oder je 1 µM DAMGO, Morphin, DPDPE, DSLET für 6 h stimuliert. 
Mittelwertvergleich im Zweistichprobentest. (C) Experimente wurden zusammengefasst indem basale 


























































































































































Abbildung 5.9: Opioidinduzierte 5 x ETS/SRE-Reporteraktivität in F11 Zellen 
(A) schematische Darstellung des 5 x ETS/SRE-Reportergenkonstruktes. Darstellung als MW ± SEM. (B) 
Ein Beispielexperiment, durchgeführt in dreifacher Bestimmung. Die Zellen wurden mit 20 % Serum oder 
jeweils 1 µM DAMGO, Morphin, DPDPE, DSLET für 6 h stimuliert. 0,2 ‰ Methanol (MetOH) dient als 
Kontrolle, da Morphin darin gelöst war. Mittelwertvergleich im Zweistichprobentest. (C) Experimente 
wurden zusammengefasst indem basale Reportergenaktivität als 100 % definiert wurde. Signifikanztestung 













































































































































Abbildung 5.10: Einfluss des µOR-Antagonist CTAP auf die ETS/SRE-Reportergenaktivität 
Darstellung als MW ± SEM. (A) Ein Beispielexperiment, durchgeführt in Triplikaten. Stimulation erfolgte 
mit 1 µM DAMGO, Morphin, DPDPE jeweils mit/ohne 1 µM CTAP. Mittelwertvergleich im 
Zweistichprobentest (gekennzeichnet bezüglich basal (*), bezüglich CTAP (+)) (B) Die Ergebnisse wurden 
verwendet um die prozentuelle Inhibition der ligandeninduzierten Reportergenaktivität durch CTAP zu 
ermitteln. Dafür wurde jeweils von ligandeninduzierter Reportergenaktivität der dazugehörige Basalwert 
unstimulierter Zellen abgezogen. Dann wurde der prozentuelle Anteil der Reportergenaktivität eines 
Liganden in Anwesenheit von CTAP an dessen Reportergenaktivität ohne CTAP errechnet. Dadurch war 
die ligandeninduzierte Reportergenaktivität als 100 % definiert. Der inhibitorische Effekt von CTAP ergab 
sich, in dem man den Anteil in Anwesenheit von CTAP von 100 abzog. Signifikanztestung im 


































































































































5.2.3 ERK-1/2 und Elk-1 Abhängigkeit der opioidinduzierten 
TCF/SRF-Aktivierung  
 
5.2.3.1 Morphinvermittelte TCF/SRF-Aktivierung erfolgt ERK-1/2-abhängig 
 
Neben ERK-1/2 sind eine Reihe anderer Kinasen bekannt, die TCF aktivieren können, 
darunter die p38 und JNK aus der Familie der MAPK, aber auch die PI3K (Yordy und 
Muise-Helmericks, 2000). Darüber hinaus kann SRE-abhängige Genexpression auch 
durch TCF-unabhängige SRF-Aktivierung induziert werden. Während die TCF-
abhängige SRF-Aktvierung durch Mitglieder der MAPK-Familie vermittelt wird, ist die 
alleinige SRF-Aktivierung durch Rho-GTPasen (Hill et al., 1995) und durch myocardin-
related transcription factors (MTRF) möglich. Einige Proteine der MTRF-Familie 
werden auch durch Rho-GTPasen reguliert (Posern und Treisman, 2006).  
Um den Einfluss von ERK-1/2 auf die µOR-vermittelte ETS/SRE-Aktivierung durch 
Morphin in F11 Zellen zu untersuchen, wurde der Inhibitor PD184352 benutzt. Dieser 
verhindert die Aktivierung von ERK-1/2, indem er die Aktivierung der upstream-Kinase 
MEK verhindert (Davies et al., 2000). Die DAMGO -und auch die morphinvermittelte 
Aktivierung des ETS/SRE-Reportergenkonstruktes lies sich durch PD184352 signifikant 
inhibieren. Durch die Inhibition der ERK-1/2 wurde auch die seruminduzierte TCF/SRF-
Aktivierung etwas inhibiert, was darauf hinweist, dass ein Teil der Serumwirkung über 
ERK-1/2 vermittelt wird. Auch der Basalwert konnte durch den Inhibitor gesenkt werden 
(Abbildung 5.11). Dies spricht für eine basale ERK-1/2 und somit ETS/SRE Aktivität in 
der Zelle. Jedoch fällt die PD184352-vermittelte Inhibition für DAMGO und Morphin 
prozentuell über doppelt so groß aus, wie die des Basalwertes. Folglich ist die ETS/SRE 
Aktivität nicht durch eine basale ERK-1/2-Aktivität bedingt sondern durch eine 
spezifische µOR-abhängige Komponente. Daher kann man schlussfolgern, dass ERK-1/2 





5.2.3.2 Elk-1 Phosphorylierung durch Morphin  
Die Familie der ternary complex factor Transkriptionsfaktoren besteht aus den Proteinen 
Elk-1, Sap-1 und Net-1 (Besnard et al., 2011b, Price et al., 1995), welche alle an das ETS-
Motiv des hier verwendeten ETS/SRE-Reportergenkonstrukt binden können. Um den 
relevanten TCF für die morphinvermittelte ETS/SRE-Aktivierung zu ermitteln, wurde die 
µOR-vermittelte Elk-1-Phosphorylierung durch DAMGO und Morphin in F11 Zellen 
betrachtet.  
Eine Phosphorylierung an Serinresten von Elk-1 (Serin 383 und Serin 389) führt zu 
dessen Aktivierung (Besnard et al., 2011b). Daher lässt sich durch einen 
phosphospezifischen Antikörper eine Elk-1 Aktivierung feststellen. Neben ERK-1/2 
können auch JNK und p38 aus der Familie der MAPK Elk-1 aktivieren (Besnard et al., 
2011b). Deswegen wurde erneut der MEK-Inhibitor PD184352 verwendet um zu testen 
ob die Elk-1-Phosphirylierung ERK-1/2 vermittelt ist. (Abbildung 5.12).  
Stimulationsmaxima wurden zusammengefasst, jeweils Werte der 2 min und 5 min 
Stimulation und Werte der 20 min und 30 min Stimulation wurden vereint (Frühphase 
und Spätphase). Für DAMGO wurde in F11 Zellen eine signifikante Elk-1-
Phosphorylierung nach 20-30 min Stimulation festgestellt. Diese war durch Inhibition der 
ERK-1/2 verringerbar. Auch Morphinstimulation führte in F11 Zellen zu verstärkter 
Phosphorylierung von Elk-1. Diese Elk-1 Aktivierung zeigte einen zweigipfligen 
Verlauf. Eine signifikante Phosphorylierung konnte nach 2-5 min Stimulation, aber auch 
nach 20-30 Stimulation mit Morphin induziert werden. Die Phosphorylierung konnte 
durch PD184352 inhibiert werden, wobei nur die Inhibition des späten  
Phosphorylierungsmaximums signifikant war. (Abbildung 5.13).  
Folglich scheint die ERK-1/2-abhängige ETS/SRE-Aktivierung durch Morphin in F11 
Zellen Elk-1 vermittelt zu sein. Dafür konnten in unserem Labor noch weitere Hinweise 
gefunden werden. Es wurde gezeigt, dass die Koexpression einer dominant-negativen 
Elk-1 Mutante (REST/ELK-1-δC) mit dem ETS/SRE-Reportergenkonstrukt die 
morphinvermittelte ETS/SRE-Aktivierung in F11 Zellen abschwächt (Rothe et al., 2012). 
Somit scheint Elk-1 für die morphinvermittelte ETS/SRE-Aktivierung eine 











Abbildung 5.11: Einfluss von PD184352 auf die ETS/SRE-Reportergenaktivität 
Darstellung als MW ± SEM. (A) Ein Beispielexperiment, durchgeführt in drei-bis vierfacher Bestimmung. 
Stimulation mit DAMGO bzw. Morphin 1 µM und Serum 20 %. Bei PD184352-Behandlung wurden die 
Zellen mit 10 µM für 30 min vorstimuliert. Mittelwertvergleich im Zweistichprobentest (gekennzeichnet 
bezüglich basal (*), bezüglich PD184352 (+)). (B) Experimente wurden verwendet um die durch 
PD184352-vermittelte Inhibition der ligandeninduzierten ETS/SRE-Reportergenaktivität zu errechnen. 
Dazu wurde jeweils von der ligandeninduzierten Reportergenaktivität der Basalwert unstimulierter Zellen 
abgezogen. Die ligandeninduzierte Signale in Anwesenheit von PD184352 wurden in Prozent derer ohne 
den Inhibitor ausgedrückt, womit Signale ohne Inhibitor als 100 % definiert waren. Um die prozentuelle 
Inhibition zu erhalten wurde nun dieser Prozentwert von 100 subtrahiert. Signifikanztestung im 











Abbildung 5.12: Elk-1 Phosphorylierung durch Opioide in F11 Zellen 
(A) zeigt einen repräsentativen Immunoblot. Die Stimulation erfolgte mit 1 µM DAMGO/ Morphin für den 
angegebenen Zeitraum. Es wurde ein phospho-Elk-1 (p-Elk-1) spezifischer Antikörper und ein ERK-2-
Antikörper (t-ERK) als Ladekontrolle verwendet. (B) zeigt den zeitlichen Verlauf der Elk-1 
Phosphorylierung. Darstellung als MW ± SEM. Nach densitometrischer Quantifizierung wurde die Ratio 
p-Elk-1/t-ERK errechnet. Basalwerte wurden jeweils als 100 % definiert. n = 3  
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Abbildung 5.13: Aktivierung von Elk-1 durch Morphin in F11 Zellen 
(A & C) zeigen einen repräsentativen Immunoblot. Bei Einsatz von 10 µM PD184352  wurde für 30 min 
vorstimuliert. Stimulation mit 1 µM Morphin/DAMGO für den angegebenen Zeitraum. Es wurden ein 
phospho-Elk-1 (p-Elk-1) spezifischer Antikörper und ein ERK-2-Antikörper (t-ERK) als Ladekontrolle 
verwendet. Nach densitometrischer Quantifizierung wurde die Ratio p-Elk-1/t-ERK errechnet und 
Basalwerte als 100 % definiert. (B & D) Darstellung der Elk-1-Phosphorylierung mit inhibitorischen 
Effekten von PD184352. Werte der 2 -und 5 min Stimulation wurden als Frühphase, Werte der 20 -und 30 
min Stimulation als Spätphase definiert. Darstellung als MW ± SEM. Signifikanztestung im 
Einstichprobentest (#) und Mittelwertvergleich im Zweistichprobentest (*). n = 3 
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5.3 Opioidabhängige Signalwege in NG108-15 Zellen  
5.3.1 Nachweis einer funktionellen Gαi/o-Kopplung der 
endogenen Opioidrezeptoren 
 
NG108-15 Zellen exprimieren endogen Opioidrezeptoren und sind ein etabliertes 
Modellsystem um opioidinduzierte Signalwege zu untersuchen (Blume, 1978). Für 
NG108-15 Zellen ist eine DPDPE -und Morphin-vermittelte CRE Aktivierung gezeigt 
(Bilecki et al., 2004, Bilecki et al., 2000). In unserem Labor konnte zusätzlich auch eine 
CRE Aktivierung durch DAMGO in NG108-15 Zellen gezeigt werden (Rothe et al., 
2012). Die morphinvermittelte ETS/SRE-Aktivierung in F11 Zellen stellt einen bislang 
unbekannten Signalweg dar.  Es wäre denkbar, dass der  ETS/SRE Signalweg auch in 
anderen Zellsytemen eine Rolle bei der morphinvermittelten Genregulation spielt. Daher 
wurden NG108-15 Zellen hinsichtlich opioidvermittelter ETS/SRE-Reportergenaktivität 
untersucht. 
Zunächst wurde die funktionelle Kopplung der Opioidrezeptoren in NG108-15 Zellen an 
Gαi/o-Proteine untersucht. Dies erfolgte durch Bestimmung der opioidvermittelten 
Inhibition der FSK-induzierten cAMP Akkumulation. Durch den Einsatz 
subtypspezifischer Liganden sollten gleichzeitig auch eventuelle ligandenspezifische 
Unterschiede der AC-Inhibition zwischen F11 Zellen und NG108-15 Zellen detektiert 
werden. In NG108-15 Zellen wurde eine signifikante Inhibition der AC-Aktivität durch 
DAMGO, DPDPE, DSLET und Morphin festgestellt, welche durch PTX blockierbar war 
(Abbildung 5.14). Somit sind in NG108-15 Zellen Opioidrezeptoren funktionell an Gαi/o-
Proteine gekoppelt. Auffällig war jedoch die im Vergleich zu F11 Zellen deutlich stärkere 
Inhibition der FSK-vermittelten cAMP Akkumulation durch δOR-spezifische Liganden, 
insbesondere den selektivsten Liganden DPDPE. Dieser Befund deckt sich mit einer 
vorbeschriebenen, vermehrten δOR Expression im Vergleich zu µOR in NG108-15 



















Abbildung 5.14: Inhibition der FSK-induzierten cAMP Akkumulation durch Opioide in NG108-15 
Zellen 
Darstellung als MW ± SEM. (A) Ein Beispielexperiment, durchgeführt in dreifacher Bestimmung zeigt 
eine Inhibition der FSK-induzierten cAMP Akkumulation bezogen auf basal. Die Zellen wurden mit 10 
µM FSK und je 1 µM DAMGO, Morphin, DPDPE, DSLET für 30 min stimuliert. Mittelwertvergleich im 
Zweistichprobentest. (B) Eine PTX-Behandlung der Zellen erfolgte für 16 h mit 50 ng/ml. Stimulation für 
30 min mit je 1 µM DAMGO, Morphin, DPDPE, DSLET. Experimente wurden verwendet um eine 
ligandeninduzierte Inhibition der  FSK-abhängigen cAMP Akkumulation in % zu errechnen. 
Signifikanztestung im Einstichprobentest (#) und Mittelwertvergleich im Zweistichprobentest (*). n = 2-7  
 
5.3.2 Aktivierung TCF/SRF-abhängiger Genexpression durch 
Opioide 
 
Um zu überprüfen, ob die morphinvermittelte ETS/SRE-Aktivierung F11 zellspezifisch 
ist, wurden NG108-15 Zellen verwendet und eine Aktivierung des ETS/SRE-
Reportergenkonstruktes durch Opioide untersucht. Eine Stimulation von NG108-15 
Zellen mit Serum und DPDPE führte zur signifikanten Aktivierung der TCF/SRF-
abhängigen Genexpression. Morphin jedoch konnte in diesem Zellsystem keine 



































































































δOR verglichen mit dem µOR (Fukuda et al., 1995, Raynor et al., 1994). NG108-15 
Zellen exprimieren jedoch mehr δOR im Vergleich zu F11 Zellen (Gomes et al., 2000). 
Um auszuschließen, dass affinitätsbedingte, rezeptorsubtypspezifische Unterschiede die 
fehlende ETS/SRE-Aktivierung bedingen wurde nun eine deutlich höhere 
Morphinkonzentration (10 µM) verwendet. Für diese  war bekannt, dass sie in NG108-
15 Zellen zu einer Inhibition der FSK-induzierten cAMP Akkumulation führt, die in 
ihrem Ausmaß der durch 1 µM  DPDPE-induzierten Inhibition entspricht (Rothe et al., 
2012). Auch diese hohe Morphinkonzentration führte nicht zu einer Aktivierung des 
TCF/SRF-Reportergenkonstruktes (Abbildung 5.15). Daher kann nicht die geringere 
Affinität des Morphins für den δOR für die fehlende TSF/SRF-Aktivierung 
verantwortlich gemacht werden. Vielmehr scheinen zelltypspezifische Mechanismen zu 












Abbildung 5.15: Opioidinduzierte 5 x ETS/SRE-Reporteraktivität in NG108-15 Zellen 
(A) schematische Darstellung des 5 x ETS/SRE-Reportergenkonstruktes  Darstellung als MW ± SEM. (B) 
Ein Beispielexperiment, durchgeführt in vierfacher Bestimmung zeigt Veränderungen der 
ligandeninduzierten Reportergenaktivität bezogen auf Basalbedingungen. Die Zellen wurden mit 20 % 
Serum oder jeweils 1 µM DPDPE,  Morphin bzw. 10 µM Morphin für 6 h stimuliert. Mittelwertvergleich 
im Zweistichprobentest. (C) Experimente wurden zusammengefasst, indem basale Reportergenaktivität als 

























































































































5.4 ETS/SRE-abhängige Genregulation durch Morphin 
5.4.1 mRNA-Induktion durch Morphin in F11 Zellen  
 
Um mögliche Folgen einer morphinvermittelten ERK-1/2-abhängigen TCF/SRF-
Aktivierung in F11 Zellen zu untersuchen sollten nun Zielgene identifiziert werden, 
welche Morphin ETS/SRE-abhängig reguliert. Dazu wurde der Einfluss von Morphin auf 
die Expression von Genen untersucht, die bekanntermaßen in Neuronen durch SRF 
reguliert werden (Knoll und Nordheim, 2009). Die zu untersuchenden Gene wurden in 
zwei Gruppen eingeteilt, von denen eine IEG beinhaltete, die nach kurzzeitiger 
Ligandenstimulation schnell und transient induziert werden. Die andere Gruppe bestand 
aus Proteinen, deren Expression erst nach längerer Stimulationszeit induziert wird.  
Eine qRT-PCR wird mit cDNA durchgeführt, die aus zuvor gewonnener mRNA durch 
reverse Transkription gewonnen wird. Dadurch können indirekt Aussagen zur Menge der 
mRNA gemacht werden. Der CP-Wert in der qRT-PCR ist definiert als der Zeitpunkt, an 
dem die durch interkalierende Fluorchrome erzeugte Fluoreszenz eines PCR Produktes 
die bloße Hintergrund-Fluoreszenz übersteigt. Der CP-Wert beschreibt die Anzahl der 
nötigen Amplifikationszyklen um ein bestimmtes Fluoreszenzniveau zu überschreiten 
und ist umso geringer je mehr Matrize anfangs vorlag. Ist die Ausgangsmenge durch 
einen Stimulus erhöht so wird der CP-Wert im Vergleich mit der unstimulierten Kontrolle 
verringert.   
Eine Darstellung der Rohwerte für die mRNA Expression 15 verschiedener IEG nach 
einstündiger Morphinstimulation ergibt eine signifikante Induktion der mRNA 
Expression von FosB, SRF, JunB und Egr3, Egr4 und CREM2 (Abbildung 5.16). 




















































































































































































































































































































































































































































































































































Abbildung 5.16: Morphininduzierte Veränderungen SRE-regulierter Gene in F11 Zellen 
Die qRT-PCR wurde mit 3 unabhängigen cDNAs jeweils mit/ohne Morphinstimulation  (1 h 1 µM) in 
dreifach Bestimmung mit spezifischen Primern für 15 verschiedene Gene und dem Haushaltsgen Aktin 
durchgeführt. (A-P) bezeichnet das jeweilige Gen. Dargestellt sind CP-Werte unter basalen und stimulierten 
Bedingungen. Darstellung als MW ± SEM. Mittelwertvergleich im Zweistichprobentest. 
  
 
Zur Normierung wurde das Haushaltsgen Aktin verwendet, das durch Morphin nicht 
induziert wird. Die CP-Werte wurden normiert, indem für stimulierte und nicht 
stimulierte Zellen jeweils der CP-Wert für Aktin vom CP-Wert des entsprechenden Gens 
abgezogen wurde. Dadurch werden verschiedene DNA -Ausgangsmengen in einer Probe 
berücksichtigt und eine Aussage möglich, um welches Ausmaß die Expression durch 
Morphin induziert wurde.  
Bei dieser Darstellung zeigt sich eine signifikante morphininduzierte mRNA 
Expressionsinduktion von FosB, Egr2, Egr4 und CREM2, wobei Egr4 das am stärksten 
induzierte Gen war (Abbildung 5.17). Bei der early growth response (Egr)-Familie der 
Transkriptionsfaktoren handelt es sich um Zinkfinger-Proteine. Von Egr1, Egr2 und Egr3 
ist bekannt, dass sie durch Wachstumsfaktoren induziert werden. Sie gehören zu den IEG, 










































































































































































Abbildung 5.17: Morphininduzierte Veränderung SRE-regulierter IEG in F11 Zellen 
Die qRT-PCR wurde mit 3 unabhängigen cDNAs jeweils mit/ohne Morphinstimulation  (1 h 1 µM) in 
dreifach Bestimmung mit spezifischen Primern für 15 verschiedene Gene und einem Haushaltsgen 
durchgeführt. Die CP-Werte aus Abbildung 5.16 wurden normiert, indem für stimulierte und nicht 
stimulierte Zellen jeweils der CP-Wert für Aktin vom CP-Wert des entsprechenden Gens abgezogen wurde. 
Die so erhaltenen Werte wurden nun verwendet, um die nach Morphinstimulierten von den 
Basalbedingungen abzuziehen. Darstellung als MW ± SEM. Signifikanztestung im Einstichprobentest. 
 
Nun wurde die mRNA Expression 15 weiterer neuronaler SRF-regulierter Proteine 
untersucht, nachdem eine 16 h Stimulation mit Morphin durchgeführt worden war. In 
diesem Fall konnte keine signifikante Induktion eines Gens nachwiesen werden. Es fiel 
jedoch eine signifikante Repression von Semaphorin 3a auf (Tabelle 5.1) Dieses spielt 
eine Rolle beim Axonwachstum (Messersmith et al., 1995). 
 
Name    basal(Gen-Aktin) -   
MOR (Gen-Aktin)  
p-Wert  
AC1  Adenylylcyclase 1  -0,08    0,9311  
Arhgef5 Rho-GEF 5 -0,79  0,7347  
BNDF brain derived neurotropic factor 1,26  0,699  
CDK5 cyclin-dependent-Kinase 5 -0,62  0,755  



































CREB1 cAMP responsive element binding Protein 
1 
-0,7  0,3757  
Epha 7 Eph receptor A7 1,13  04962  
Epha4  Eph receptor A4 0  0,9869  
NF-l  neurofilament-light polypeptide  -0,67  0,1541  
NF-m  neurofilament -medium polypeptide  -1,46  0,1074  
NGF nerve growth factor  1,51  0,6313  
p53 cyclin-dependent kinase 5 0,64  0,7631  
Psd95 postsynaptic density 95 0,05  0,9784  
Sema 3a Semaphorin 3a  -1,12 0,0008  
Sema 3c  Semaphorin 3c  -0,96  0,4382  
Tabelle 5.1: Morphininduzierte Veränderung SRE-regulierter Gene in F11 Zellen nach 16 h 
Die qRT-PCR wurde mit 3 unabhängigen cDNAs jeweils mit/ohne Morphinstimulation (16 h 1 µM) in  
Duplikaten mit spezifischen Primern für 15 verschiedene Gene und einem Haushaltsgen durchgeführt.  
CP-Werte wurden normiert, indem für stimulierte und nicht stimulierte Zellen jeweils der CP-Wert für 
Aktin vom CP-Wert des entsprechenden Gens abgezogen wurde. Die so erhaltenen Werte wurden nun 
verwendet um die nach Morphinstimulierten von den Basalbedingungen abzuziehen. p-Werte geben eine 
Signifikanz gegenüber Null an. Ein signifikanter Wert erscheint fettgedruckt.  
 
 
5.4.2 Die morphininduzierte IEG-mRNA-Induktion erfolgt ERK-
1/2-abhängig 
 
Um einen eventuellen Einfluss von ERK-1/2 auf die Geninduktion durch Morphin in F11 
Zellen herauszuarbeiten, wurde der Effekt des MEK-Inhibitor PD184352 auf die 
morphininduzierte mRNA Induktion untersucht. Die morphininduzierte signifikante 




vollständig blockiert (Abbildung 5.18). Daraus lässt sich auf eine wichtige Rolle von 
ERK-1/2 in der morphininduzierten TCF/SRF-abhängigen Genexpression schließen. 
 
















Abbildung 5.18: Inhibition der morphininduzierten Veränderungen SRE-abhängiger IEG durch 
PD184352 in F11 Zellen 
Für einige in Abbildung 1.20 signifikant induzierte Gene wurde eine ERK-1/2- Abhängigkeit überprüft. 
qRT-PCR mit unabhängigen cDNAs morphinstimulierten Zellen jeweils mit/ohne PD184352-
Vorbehandlung in dreifacher Bestimmung mit spezifischen Primern für 4 verschiedene Gene und dem 
Haushaltsgen Aktin. CP-Werte wurden normiert, indem für stimulierte und nicht stimulierte Zellen jeweils 
der CP-Wert für Aktin vom CP-Wert des entsprechenden Gens abgezogen wurde. Die so erhaltenen Werte 
wurden nun verwendet, um Werte nach Morphinstimulation von den Basalbedingungen abzuziehen. 
Darstellung als MW ± SEM. Signifikanztestung im Einstichprobentest (#), Mittelwertvergleich im 
























































































































5.4.3 Aktivierung eines Egr4-abhängigen Reporters durch 
Morphin in F11 Zellen 
 
Die stärkste Genexpressionsinduktion auf mRNA-Ebene durch Morphin fand sich für den 
Transkriptionsfaktor Egr4. Nun sollten Morphineffekte auf Egr4-abhängige 
Genexpression mithilfe eines Reportergenkonstruktes validiert werden. Hierzu wurde ein 
Reportergenkonstrukt (p0.2NxL) verwendet, das einen Promotor mit einer Egr4 
Bindestelle enthält. Von diesem Minimalpromotor mit Egr4 Bindestelle ist bekannt, dass 
durch ihn die Expression des sodium-activated sodium channel type VII α (Scn7a) in 
DRG-Neuronen reguliert wird (Garcia-Villegas et al., 2009). Morphinstimulation führte 
in F11 Zellen zu einer transienten Aktivierung des Egr4-abhängigen Reporters mit einem 
Maximum nach 1-2 Stunden Stimulation (Abbildung 5.19). Somit kann Morphin in F11 
Zellen die Expression eines biologisch-aktiven Egr4-Proteins induzieren, welches 











Abbildung 5.19: Morphininduzierte Egr4-abhängige Genexpression 
(A) schematische Darstellung des p0.2NxL Reporterkonstruktes (B) Darstellung als MW ± SEM.  
Stimulation erfolgte mit 1 µM Morphin in vierfacher Bestimmung. Experimente wurden zusammengefasst 
und basale Bedingungen zum Zeitpunkt null als 100  % definiert. Signifikanztestung im Einstichprobentest. 
n = 6  
 











































































5.5 Morphinabhängige Signalwege in kultivierten 
primären DRG-Neuronen 
5.5.1 ERK-1/2-Aktivierung durch Morphin 
 
Bei F11 Zellen handelt es sich um eine sekundäre immortalisierte Zelllinie (Francel et al., 
1987). Um zu überprüfen, ob die Ergebnisse aus F11 Zellen auch für primäre DRG-
Neurone gültig sind, wurde zunächst die ERK-1/2-Phosphorylierung durch DAMGO und 
Morphin in kultivierten 18 Tage alten embryonalen DRG-Neuronen der Ratte untersucht. 
Eine Stimulation mit Morphin führte nach 20 und 30 Minuten zu einer signifikanten 
Phosphorylierung. DAMGO konnte nach 30 Minuten eine signifikante ERK-1/2-
Aktivierung induzieren (Abbildung 5.20). Die frühe ERK-1/2-Aktivierung durch 
Opioide findet man nur in F11 Zellen, die opioidinduzierte Phosphorylierung nach 20-30 
Minuten haben F11 Zellen (Abbildung 5.7) und primäre DRG-Neurone gemeinsam.  










Abbildung 5.20: ERK-1/2-Phosphorylierung durch Opioide in primären DRG-Neuronen 
Die Zellen wurden mit 1 µM DAMGO/Morphin für den angegebenen Zeitraum stimuliert. Es wurden 
phospho-ERK-1/2-Antikörper (p-ERK-1/2) und EKR-2-Antikörper (t-ERK) verwendet. (A) zeigt einen  
repräsentativen Immunoblot einer Stimulation mit DAMGO, (B) ein repräsentatives Experiment mit 
Morphin. (C) Zeitabhängiger Verlauf der ERK-Aktivierung nach densitometrischer Quantifizierung. Die 
p-ERK-1/2/t-ERK-Ratio wurde gebildet und normiert, indem Werte unstimulierter Zellen als 100 % 
definiert wurden. Darstellung als MW ± SEM. Signifikanztestung im Einstichprobentest. n = 4-5  































































5.5.2 Induktion von mRNA-Expression durch Morphin 
 
In F11 Zellen konnte eine morphinabhängige Geninduktion über ERK-1/2 und ETS/SRE 
festgestellt werden und Morphin konnte in primären DRG-Neuronen eine ERK-1/2-
Phosphorylierung induzieren (Abbildung 5.20). Daher könnte dieser Signalweg in DRG-
Neuronen eine physiologische Rolle spielen. Nun wurde in primären DRG-Neuronen die 
mRNA-Expression von Genen analysiert, die in Neuronen SRF-abhängig reguliert 
werden (Knoll und Nordheim, 2009).  
Experimente mit spezifischen Primern für 15 IEG und cDNA aus kultivierten primären 
DRG-Neuronen ergaben bei Darstellung der Rohwerte (CP-Werte) eine signifikante 
Induktion der mRNA Expression von FosB, Fos C, SRF, JunB, Egr1, Egr2, Egr3, Egr4, 
Ldb 2, CREM3, und Npas4 durch einstündige Morphinstimulation (Abbildung 5.21). 
Die CP-Werte wurden nun wiederum auf das Haushaltsgen Aktin normiert, um Effekte 
auszuschließen, die durch unterschiedliche Mengen an DNA-Matrize entstanden sein 
könnten. Es zeigte sich eine signifikante Induktion der mRNA Expression durch Morphin 
für FosB, SRF und Egr4. (Abbildung 5.22). Diese Geninduktion ist der in F11 Zellen 
beobachteten sehr ähnlich. Auch in DRG-Neuronen ist Egr4 das am stärksten induzierte 
Gen. DRG-Neurone scheinen sich hinsichtlich der durch Morphin induzierten 
Genexpressionsveränderungen sehr ähnlich zu F11 Zellen zu verhalten.   





































































































































































































































































































































































































































































































































































Abbildung 5.21: Morphininduzierte Veränderung SRE-regulierter Gene in DRG-Neuronen 
Die qRT-PCR wurde mit 4 unabhängigen cDNAs jeweils mit/ohne Morphinstimulation  (1 h, 1 µM) in 
sechsfacher Bestimmung mit spezifischen Primern für 15 verschiedene Gene und dem Haushaltsgen Aktin 
durchgeführt. (A-P) bezeichnet das jeweilige Gen. Dargestellt sind CP-Werte unter basalen und stimulierten 









Abbildung 5.22: Morphininduzierte Veränderung SRE-regulierter IEG in kultivierten primären 
DRG-Neuronen 
qRT-PCR wurde mit 4 unabhängigen cDNAs jeweils mit/ohne Morphin-Stimulation (1  h, 1 µM) in 
sechsfacher Bestimmung mit spezifischen Primern für 15 verschiedene Gene und dem Haushaltsgen Aktin 
durchgeführt. CP-Werte aus Abb. 5.22 wurden normiert. Für stimulierte und nicht stimulierte Zellen wurde 
jeweils der CP-Wert für Aktin vom CP-Wert des entsprechenden Gens abgezogen wurde. Die so erhaltenen 
Werte wurden nun verwendet um Werte nach Morphinstimulation von Basalbedingungen abzuziehen. 












































































































5.5.3 Morphinvermittelte Induktion der mRNA Expression 
erfolgt ERK-1/2-abhängig 
 
Die morphininduzierte mRNA Induktion konnte in F11 Zellen durch PD184352 komplett 
inhibiert werden (Abbildung 5.18). Daher wurde die Rolle einer ERK-1/2-Inhibition auf 
die morphininduzierte mRNA-Induktion in primären DRG-Neuronen untersucht. Analog 
zu F11 Zellen führte PD184352 in primären DRG-Neuronen zu einer Inhibition der 
Geninduktion durch Morphin. Die mRNA Induktion von FosB, SRF und Egr4 konnte 
signifikant gehemmt werden (Abbildung 5.23). Die ERK-1/2-abhängige Expression von 
FosB und Egr4 durch Morphin scheint ein gemeinsamer Vorgang in F11 Zellen und 
primären DRG-Neuronen zu sein. 
 












Abbildung 5.23: Inhibition morphininduzierten Veränderungen SRE-abhängiger IEG durch 
PD184352 in primären DRG-Neuronen 
Für in Abbildung 1.24 signifikant induzierte Gene wurde ERK-1/2-Abhängigkeit geprüft. Darstellung als 
MW ± SEM. qRT-PCR mit unabhängigen cDNAs morphinstimulierter Zellen in sechsfacher Bestimmung 
je ± PD184352-Vorbehandlung mit spezifischen Primern und dem Haushaltsgen Aktin. Normierung, indem 
für stimulierte und nicht stimulierte Zellen je der CP-Wert (Aktin) vom CP-Wert (entsprechendes Gen) 
abgezogen und dieser Wert nach Morphinstimulation von Basalbedingungen abgezogen wurde. 
























































































Morphinstimulation führt auf zellulärer Ebene zu Adaptationsmechanismen, die für 
Abhängigkeit und Toleranzentwicklung verantwortlich sind. Diese Veränderungen 
finden auf Proteinebene sowie auf Transkriptionsebene statt (Li und Clark, 1999, 
Chakrabarti et al., 2001, Ammon-Treiber und Höllt, 2005, Gintzler und Chakrabarti, 
2000). Für GPCR, zu denen die Familie der Opioidrezeptoren gehört, ist ein Einfluss auf 
die Genregulation vor allem über CREB und TCF/SRF bekannt (Ho et al., 2009). 
Morphininduzierte Genveränderungen die zu Toleranzentwicklung führen werden vor 
allem dem CREB-Signalweg zugeschrieben (Widnell et al., 1996, Zhou und Zhu, 2006). 
Auch auf zellulärer Ebene konnte eine CREB-Aktivierung durch Morphin gezeigt werden 
(Bilecki et al., 2004).  
Opioidrezeptoren sind Gαi/o-gekoppelte Rezeptoren, deren Aktivierung über Inhibition 
der AC zu Verminderung der PKA-Aktivität führt (Connor und Christie, 1999, Childers, 
1991). Da die PKA wiederum den wichtigsten CREB-Aktivator darstellt, ist über diesen 
Signalweg auch ein hemmender Einfluss von Opioiden auf CRE-abhängige 
Genexpression denkbar. Es existieren aber weitere opioidabhängige 
Signaltransduktionsmöglichkeiten über PKC, CamK und ERK-1/2 die zu einer CREB-
Aktivierung führen können (Marinissen und Gutkind, 2001). Somit konvergieren 
opioidabhängige Signalwege mit aktivierendem, aber auch solche mit hemmendem 
Einfluss auf CREB. Daher könnten zellspezifsch vorherrschende Signalwege 
unterschiedliche Folgen für die CRE-abhängige Genexpression haben.  
Über die Bedeutung von TCF/SRF bezüglich opioidinduzierter 
Genregulationsveränderungen ist bislang wenig bekannt, obwohl eine ERK-1/2-
Aktivierung durch Opioide gezeigt ist (Schulz et al., 2004) und ERK-1/2 wichtige 
Aktivatoren von TCF/SRF darstellen (Knoll und Nordheim, 2009). Der TCF Elk-1 ist 
außerdem für Genregulation in DRG-Neuronen wichtig (Kerr et al., 2010) und spielt im 
Gehirn eine Rolle bei Kokain-Abhängigkeit (Besnard et al., 2011a). Vor diesem 
Hintergrund stellt sich die Frage nach bislang unbeachteten opioidabhängigen 




Es wäre theoretisch möglich, dass Opioide zellspezifisch unterschiedliche Signalwege 
benutzen, um Genexpression zu beeinflussen. In diesem Kontext ist auch relevant zu 
wissen, dass die Informationen über die morphinabhängige Genregulation überwiegend 
aus Untersuchungen im Kortex stammen (Taylor und Fleming, 2001). Diesbezüglich ist 
über DRG-Neurone wenig bekannt, obwohl diese der periphere Angriffspunkt für 
Opioide im ZNS sind und auch hier schon eine Toleranzentwicklung nach 
Opioidadministration zu beobachten ist (Hong et al., 2010, Belanger et al., 2002, Crain et 
al., 1988). 
Es ist bekannt, dass sich die Regulation von Signalwegen je nach Zellsystem und 
Opioidrezeptorsubtyp unterscheiden kann. Beispielsweise wird die Kalzium-Freisetzung 
durch Opioide vermehrt durch Stimulation des δOR vermittelt (Law et al., 2000). Obwohl 
die Morphinwirkung hauptsächlich über den µOR vermittelt ist (Matthes et al., 1996), 
spielt der δOR eine wichtige Rolle bei der Entstehung von Morphintoleranz. Dies wurde 
anhand von δOR-knockout Mäusen die keine Morphintoleranz entwickeln gezeigt. 
Außerdem schwächen δOR Antagonisten eine Toleranzentwicklung ab (Kest et al., 1996, 
Fundytus et al., 1995, Zhu et al., 1999, Abdelhamid et al., 1991). Ein anderer Einfluss 
von δOR-Liganden auf die Genexpression könnte diese Beobachtungen theoretisch 
erklären. CRE könnte also unterschiedlich reguliert werden, je nachdem welcher 








Abbildung 6.1: Opioidvermittelte Signalwege mit Einfluss auf CREB 
CREB kann durch PKA, CamK, PKC und ERK-1/2 aktiviert werden. PKA wird durch Aktivierung Gαi/o-
gekoppelter Opioidrezeptoren inhibiert und vermindert somit die CRE-Aktivität. Diesem CRE-
inhibierenden Signalweg sind drei aktivierende Signalwege gegenüber gestellt, so dass der Effekt von 













Die TCF/SRF-abhängige Transkriptionsregulation spielt für GPCR eine wichtige Rolle 
(Ho et al., 2009). Eine TCF/SRF-vermittelte Transkriptionsveränderungen nach 
Opioidrezeptoraktivierung durch Morphin ist jedoch nicht bekannt, obwohl ERK-1/2, 
Elk-1 und SRF bekanntermaßen für Nozizeption und neuronale Umbauvorgänge eine 
Rolle spielen (Besnard et al., 2011a, Knoll und Nordheim, 2009, Klinger et al., 2011, Yu 
und Yezierski, 2005).  
Daher wurde in dieser Arbeit der Effekt von Morphin auf die Genregulation in einer 
neuronalen DRG-ähnlichen Zelllinie mit endogener Opioidrezeptorexpression und in 
kultivierten primären embryonalen DRG-Neuronen analysiert.  
Es konnte eine ERK-1/2-abhängige Aktivierung des Elk-1/SRE-Signalweges durch 
Morphin in zwei endogenen Zellsystemen gezeigt werden. Dieser bislang unentdeckte 
Signalweg scheint für Genregulation in F11 Zellen besonders wichtig zu sein, da in 
diesem Zellsystem keine CREB-Aktivierung durch Morphin feststellbar war. Dagegen 
scheint der Transkriptionsfaktor Elk-1 bei morphininduzierter Genexpression in F11 
Zellen eine große Rolle zu spielen,  da hier wiederum eine ERK-1/2-abhänige Elk-1-
Phosphorylierung durch Morphin gezeigt werden konnte. Die Elk-1-Phosphorylierung 
führt zu vermehrter Bildung ternärer Komplexe und initiiert eine ETS/SRE-abhängige 
Genexpression (Gille et al., 1992).  
In F11 Zellen und in kultivierten embryonalen DRG-Neuronen kam es morphinvermittelt 
zu einer Induktion der mRNA Expression von FosB und Egr4. FosB und insbesondere 
die stabilere Isoform ΔFosB akkumulieren in für Suchtentstehung wichtigen 
Gehirnregionen und werden als molekulares Korrelat für Sucht gesehen (Nestler et al., 
1999, Nestler et al., 2001). Im FosB -und Egr4-Promotor finden sich allerdings neben 
CRE-Elementen auch SRE-Elemente bzw. seruminduzierbare Elemente (Lazo et al., 
1992, Crosby et al., 1992, Holst et al., 1993), sodass mehrere response elements für die 
morphininduzierte Genexpression verantwortlich sein könnten.  
Da in dieser Arbeit Morphin nicht zur Aktivierung eines CRE-Reporters in F11 Zellen 
führte und Morphin in diesen Zellen eine Elk-1-Phosphorylierung induzieren konnte, 
kann man vermuten, dass die FosB-Expression über eine ETS/SRE-Aktivierung durch 
Morphin zustande kommt. Auch die ERK-1/2-Abhängigkeit der FosB und Egr4-




vermittelten Mechanismus hin. Außerdem konnte in unserem Labor gezeigt werden, dass 
bei Koexpression einer dominant-negativen Elk-1 Mutante (REST/ELK-1-δC) und einem 
Egr4-Reportergenkonstrukt (p0.2NxL-Reporter) die morphinabhängige Egr4-vermittelte 
Reporteraktivität ausblieb. Eine Elk-1 Aktivierung ist also für die morphinabhängige 
Egr4-Induktion in F11 Zellen nötig (Rothe et al., 2012). Daher scheint der ERK-1/2/Elk-
1/SRF-Signalweg für die morphininduzierte Egr4 Expression in F11 Zellen und DRG-
Neuronen relevant zu sein. 
6.1 Mögliche Mechanismen der ERK-1/2-Aktivierung 
durch Morphin in F11 Zellen 
 
Für eine morphininduzierte Elk-1/SRF-Aktivierung über ERK-1/2 können verschiedene 
Signalwege verantwortlich sein. In µOR-überexprimierenden HEK293 Zellen ist eine 
opioidvermittelte ERK-1/2-Aktivierung über PKC und β-Arrestin gezeigt (Zheng et al., 
2008). Hier fand man eine schnelle (nach 2-5 min) PKC-abhängige ERK-1/2-
Phosphorylierung durch Morphin und eine später einsetzende (nach 20-30 min) β-
Arrestin-vermittelte ERK-1/2-Aktivierung durch Etorphin. Nur die späte 
arrestinvermittelte ERK-1/2-Phosphorylierung durch Etorphin konnte in HEK293 Zellen 
einen Elk-1-Reporter aktivieren, während Morphin keine Elk-1-Aktivierung induzieren 
konnte (Zheng et al., 2008). Arrestine können neben ihrer Funktion als Adapterproteine 
auch G-Protein-unabhängig den MAPK-Signalweg aktivieren und somit Einfluss auf die 
Genexpressionsregulation nehmen (Shukla et al., 2011, Ma und Pei, 2007). Eine 
Aktivierung des µOR durch Morphin führte in HEK293 Zellen weder zu 
Rezeptorinternalisierung noch zu Bindung von β-Arrestin an den Rezeptor (Keith et al., 
1996, Molinari et al., 2010). Daher führt Morphin in diesem Zellsystem nicht zur 
Aktivierung des Elk-1-Reporters.  
ERK-1/2 und dadurch Elk-1/SRF werden anscheinend in F11 Zellen und HEK293 Zellen 
unterschiedlich reguliert. Da Morphin in F11 Zellen nach 5 min Stimulation eine 
signifikante ERK-1/2-Phosphorylierung induzieren konnten, kann man spekulieren, dass 
β-Arrestin hieran nicht beteiligt ist. Es ist bekannt, dass Opioidrezeptoren unabhängig 




Simon, 2000). Eine endozytoseunabhängige, jedoch PKC und CamK vermittelte ERK-
1/2-Phosphorylierung durch Morphin und den µ-spezifischen Liganden DAMGO ist 
gezeigt (Bilecki et al., 2005). Eine ERK-1/2-Aktivierung ist über diverse Signalwege 
möglich. So führt eine PLC-Aktivierung über PKC oder Kalzium/CamK zur ERK-1/2-
Stimulation. Opioidrezeptoren können über den βγ-Komplex von Gαi/o-Protein PLCβ 
aktivieren (Murthy und Makhlouf, 1996), die IP3-Konzentration und somit die 
intrazelluläre Kalziumkonzentration erhöhen und PKC aktivieren (Kramer und Simon, 
1999, Smart und Lambert, 1996). Opioide beeinflussen die PI3K-Aktivität (Narita et al., 
2002), wobei diese wiederum ERK-1/2 regulieren kann. Die in dieser Arbeit gezeigte 
morphinvermittelte ERK-1/2-Phosphorylierung und die darauffolgenden Elk-1/SRF-
Aktivierung nach kurzfristiger Stimulation könnte unabhängig von Endozytose und β-
Arrestin über PKC und CamK vermittelt sein. Außerdem könnte man vermuten, dass in 
diesem Fall bislang unbekannte PTX-sensible ERK-1/2-aktivierenden Signalwege 
verantwortlich sind. Die genaue Rolle von β-Arrestin im Kontext der Elk-1/SRF-
Aktivierung durch Morphin in F11 Zellen bleibt ungewiss. 
6.2 Zellsystemspezifische Regulation von CREB und 
TCF/SRF 
 
Für andere etablierte Zellsysteme, wie NG108-15 Zellen ist eine CRE-Aktivierung durch 
Morphin bekannt (Bilecki et al., 2000). Im Rahmen dieser Arbeit konnte in NG108-15 
Zellen keine morphinvermittelte TCF/SRF-Aktvierung nachgewiesen werden. Damit 
unterscheiden sich F11 Zellen hinsichtlich Genregulation durch Morphin deutlich von 
NG108-15 Zellen. Es scheint möglich, dass es sich bei der morphinvermittelten Elk-
1/SRF-Aktivierung um einen zelltypspezifischen, vielleicht DRG-spezifischen 
Mechanismus handelt.  F11 Zellen entstanden aus der Fusion von DRG-Neuronen und 
der Neuroblastomzelllinie NG18TG-2 (Fan et al., 1992), während NG108-15 Zellen eine 
Hybridzelllinie aus Gliomzellen (C6-BU-1) und der gleichen Neuroblastomzellline sind 
(Augusti-Tocco und Sato, 1969). Dieser unterschiedliche Ursprung der Zellen scheint 




Die Effekte auf die CRE-Aktivität können unterschiedlich ausfallen, wenn man bedenkt, 
dass mehrere intrazelluläre opioidinduzierte Signalwege auf CREB konvergieren. ERK-
1/2, CamK oder PKC-Aktivierung führt zu CREB-Aktivierung, während die über Gαi/o-
vermittelte Inhibition der PKA zu verminderter CREB-Aktivität führt. Zellspezifische 
Unterschiede ließen sich dann durch die jeweilig vorherrschenden Signalwege erklären. 
In F11 Zellen führt Morphinstimulation zu einer stärkeren Inhibition der FSK-induzierten 
cAMP-Akkumulation als in NG108-15 Zellen.  Dieser Effekt von Morphin auf cAMP-
Akkumulation und somit PKA-Aktivität in F11 Zellen scheint stark genug zu sein, um 
CREB zu inhibieren. Eventuelle CREB-Aktivierungsmechanismen werden in F11 Zellen 
durch CREB-inhibierende Signalwege dominiert. Die morphinvermittelte CREB-
Aktivierung in NG108-15 Zellen wird PKC oder CamK II zugeschrieben (Maldonado et 
al., 1996, Widnell et al., 1996, Li und Clark, 1999, Zhou und Zhu, 2006). In unserem 
Labor konnte gezeigt werden, dass die morphinvermittelte CRE-Aktivierung in NG108-
15 Zellen PKC-abhängig ist, da ein PKC-Inhibitor die Effekte von Morphin auf CRE 
signifikant inhibieren konnte (Rothe et al., 2012). In NG108-15 Zellen sind die 
inhibitorischen Effekte von Morphin auf cAMP-Akkumulation und PKA schwächer. Hier 








Abbildung 6.2: zelltypspezifsiche Unterschiede der morphinabhängigen Genregulation 
Morphinadministation führt in beiden Zellsystemen zur Inhibition der PKA. Diese Inhibition fällt jedoch 
in F11 Zellen stärker aus, so dass hier die CREB-Aktivität verringert wird. In NG108-15 Zellen dominiert 
der CREB-aktivierende Signalweg über PKC/CamK, sodass netto eine CREB-Aktivierung resultiert. In 
F11 Zellen kann Morphin µOR-vermittelt über eine ERK-1/2-Phosphorylierung SRF/TCF aktivieren und 
Genregulationsveränderungen induzieren. 
CREB CREB SRF/TCF 
PKA PKC ERK-1/2 PKA 





Für diese Beobachtungen könnte ein zelltypspezifisches Rezeptorprofil verantwortlich 
sein. Daher ist es wichtig zu erwähnen, dass F11 Zellen µ -und δ-Opioidrezeptorsubtypen, 
jedoch keine κOR exprimieren (Fan et al., 1992). NG108-15 Zellen hingegen exprimieren 
fast nur δOR (Gomes et al., 1999, Gomathi und Sharma, 1993). Dies spiegelt sich auch 
in der inhibitorischen Wirkung von DAMGO auf die cAMP-Produktion wieder, die in 
F11 Zellen deutlich stärker als in NG108-15 Zellen ausfiel. Daher könnte man 
unterschiedliche Effekte von Morphin auf die Elk-1/SRF-Aktivierung der stärkeren 
Affinität von Morphin zum µOR und dessen geringeres Vorkommen in NG108-15 Zellen 
zuschreiben. Dazu passend wurde der δOR als der verantwortliche Rezeptor für 
morphininduzierte CREB-Phosphorylierung in NG108-15 Zellen identifiziert (Bilecki et 
al., 2000). Jedoch ist in Neuro2A Zellen der µOR verantwortlich für eine CREB-
Aktivierung durch Morphin (Bilecki et al., 2004). Im Rahmen dieser Arbeit konnte 
gezeigt werden, dass die morphinvermittelte ETS/SRE-Aktivierung in F11 Zellen durch 
einen µOR-spezifischen Antagonisten blockiert werden konnte, was für einen Einfluss 
dieses Rezeptorsubtyps spricht. Jedoch konnte  in NG108-15 Zellen der δOR-spezifische 
Agonist DPDPE im Gegensatz zu Morphin den ETS/SRE-Reporter aktivieren, was eine 
Verbindung auch des δOR zu diesem Signalweg belegt.  
In NG108-15 Zellen hatte auch eine höhere Morphinkonzentration, deren Effekt mit der 
des DPDPE vergleichbar sein sollte, keinen Einfluss auf den ETS/SRE-Reporter. 
Verschiedene Agonisten können anscheinend in NG108-15 Zellen die δOR-vermittelte 
Elk-1/SRF-Aktivierung unterschiedlich beeinflussen. Rezeptorsubtypspezifische 
Unterschiede alleine scheinen nicht der Grund für die zellspezifische Regulation des Elk-
1/SRF-Signalwegs durch Morphin zu sein. Vielmehr stößt Morphin nach Aktivierung des 
δOR andere Signalkaskaden an als bei µOR Aktivierung, woraus eine CREB-vermittelte 
Genregulation resultiert, aber die TCF/SRF-Aktivität unbeeinflusst bleibt (Abbildung 
6.2). Einem GPCR stehen multiple zytosolische Adapterproteine zur Verfügung, deren 
Aktivität er beeinflussen kann. So können durch einen Rezeptor eine Vielzahl 
verschiedener Signalkaskaden aktiviert werden. Manche Agonist-Rezeptor-Komplexe 
beeinflussen nur einen Teil der möglichen intrazellulären Signalwege. Zeigt ein Agonist 
eine solche Präferenz für bestimmte Signalwege, spricht man von biased agonism 
(Kenakin, 2009, Schulte und Levy, 2007). Die Unfähigkeit von Morphin δOR-vermittelt 




sein. Die selektive Aktivierung bestimmter Signalwege durch einen Agonisten könnte 
auch für die Entstehung unerwünschter Medikamenteneffekte eine Rolle spielen. 
Unterschiedliche β-Arrestin-Rekrutierung verschiedener Liganden könnte zu Differenzen 
bei Rezeptorinternalisierung und Rezeptorproteinabbau führen und Konsequenzen für 
Toleranzentstehung haben (Kenakin, 2009, Schulte und Levy, 2007). Außerdem können 
β-Arrestine G-Protein-unabhängig Signalkaskaden, wie beispielsweise den ERK-1/2-
Signalweg, aktivieren (Wei et al., 2003). Dies könnte Abweichungen beim Einfluss auf 
Genregulation erklären, eröffnet jedoch auch wieder neue Möglichkeiten, da nach GPCR-
Aktivierung diverse Signalwege beeinflusst werden können. Denkbar wäre, dass die 
morphinvermittelte TCF/SRF-Aktivierung eine Form von biased agonism darstellt, aber 
der hier relevante präferierte Signalweg noch unbekannt ist.  
Die vermeintliche jeweilige Signalweg-Präferenz des Morphins an δOR und µOR könnte 
zu unterschiedlichem Verhalten der Substanz hinsichtlich Genexpressionsregulation 
führen, woraus Unterschiede in der Toleranzentwicklung resultieren können. Ein anderer 
Hinweis darauf, dass Morphin einen biased agonism zeigen kann ist das 
Endozytoseverhalten der Substanz. Eine µOR-Aktivierung durch Morphin führt im 
Gegensatz zur Stimulation mit endogenen Opioiden oder DAMGO nicht zu 
Rezeptorendozytose (Zhang et al., 2009, Koch et al., 2005). Jedoch konnte in vivo im 
Nucleus accumbens der Ratte 30 min nach Morphinstimulation eine Internalisierung der 
µOR beobachtet werden (Haberstock-Debic et al., 2003). Auch in striatalen Neuronen 
mit endogener µOR-Expression lies sich eine morphininduzierte Endozytose nachweisen. 
Eine hier angeführte Erklärung für dieses Endozytoseverhalten ist das Expressionsnivaeu 
von GRK und β-Arrestinen in diesem Zellsystem (Haberstock-Debic et al., 2005). 
Theoretisch könnte man aber auch eine Signalwegpräferenz als Erklärung für diese 
Beobachtungen annehmen. Daher wäre es interessant, den morphinabhängigen biased 
agonism genauer zu analysieren. Tritt das Phänomen Zell -oder gewebespezifisch auf, 
oder führt eine δOR-Stimulation durch Morphin generell zur Aktivierung anderer 
Signalwege?  
Die Genexpressionsveränderungen durch Morphin werden vorrangig als CREB-
vermittelt angesehen (Widnell et al., 1996, Zhou und Zhu, 2006). Es wäre relevant zu 
wissen, welche Konzentrationen in diesen Arbeiten am Wirkort direkt vorlagen, und ob 




Außerdem entstehen im Organismus aus einer Substanz diverse Metaboliten, die in ihren 
pharmakologischen Eigenschaften durchaus unterschiedlich sein können. In diesem 
Zusammenhang wurde gezeigt, dass die nach exogener Zufuhr von Morphin im Körper 
entstehenden Metaboliten mit unterschiedlichen pharmakologischen Eigenschaften 
teilweise eine gewisse Selektivität gegenüber bestimmten Signalwegen haben. So initiiert 
u.a. das in größeren Mengen anfallende Morphin-6-Glucuronid bevorzugt β-Arrestin-
abhängige Signalkaskaden und kaum Gαi/o-Protein-abhängige Signalwege. Der biased 
agonism verschiedener Metabolite könnte relevant für Wirkung und Nebenwirkung einer 
Morphintherapie sein (Frolich et al., 2011). 
6.3 Mögliche physiologische Bedeutung der ERK-1/2, 
Elk-1-regulierten Gene in DRG-Neuronen 
 
Bei der Frage nach einer physiologischen Relevanz der morphinvermittelten ETS/SRE-
Aktivierung in F11 Zellen ist zu bedenken, dass Toleranzentwicklung und Abhängigkeit 
sehr komplexe Phänomene sind, die nicht durch einzelne molekulare Mechanismen 
erklärt werden können. Jedoch werden für morphininduzierte Abhängigkeit und 
Toleranzentwicklung zelluläre Adaptationsmechanismen verantwortlich gemacht (Li und 
Clark, 1999, Chakrabarti et al., 2001, Ammon-Treiber und Höllt, 2005, Gintzler und 
Chakrabarti, 2000). Langfristige zelluläre Veränderungen werden auf Ebene der 
Genregulation reguliert (Nestler, 1997). Allerdings ist das ganze Nervensystem an 
solchen Prozessen beteiligt. Genexpressionsveränderungen nach Opioidadministration 
finden sich im Nucleus accumbens (Li et al., 2006), im gesamten Kortex (Ammon et al., 
2003), im Hinterhorn des Rückenmarks (Li und Clark, 1999) aber auch in DRG-Neuronen 
(Li et al., 2009). Ein Zusammenspiel von Adapationsmechanismen auf verschiedenen 
Ebenen des Nervensystems bildet die Grundlage für Toleranz -und Suchtphänomene. Es 
gelingt daher nicht, Wirkungsverlust oder Suchtverhalten räumlich oder mechanistisch 
genau zuzuordnen. Primär-sensorische DRG-Neurone sind der peripherste Ort, an dem 
kompensatorische Veränderungen durch chronische Opioidadministration auftreten (Li 
et al., 2009). Die in dieser Arbeit beschriebene morphinvermittelte Elk-1/SRF-abhängige 




ähnlichen F11 Zellmodel deckt einen für die Vermittlung dieser kompensatorischen 
Veränderungen potenziell relevanten Mechanismus auf. Ob dieser Signalweg jedoch in 
vivo Einfluss auf Toleranzentwicklung hat, muss weiter untersucht werden. 
6.3.1 Limitationen der verwendeten Modellsysteme 
 
Ein zelluläres Modelsystem bietet eine Möglichkeit, molekulare und intrazelluläre 
Mechanismen nozizeptiver Stimuli zu untersuchen. Jedoch ist generell unklar, inwiefern 
die Kultvierung bzw. der Zusatz von Serum und anderen Zusätzen die Eigenschaften von 
Neuronen und insbesondere ihre Gen –und Proteinexpression beeinflusst. Zudem werden 
neben primären Zelllinien auch immortalisierte Zelllinien verwendet, welche in größerer 
Zahl und als homogene Kultur verfügbar sind. Im Fall geeigneter Zelllinien ähneln diese 
aufgrund ihrer Eigenschaften und ihres Rezeptorbesatzes den primär-sensorischen 
Neuronen (Wang und Wang, 2003). 
Jedoch enthält beispielweise die F11-Hybridzelllinien neben DRG-typischen Proteinen, 
Ionenkanälen, Transkriptionsfaktoren und Rezeptoren auch gewisse Eigenschaften 
welche auf die Neuroblastomzelle rückschließen lassen und somit die Vergleichbarkeit 
mit DRG-Neuronen abschwächen (Raymon et al., 1999). 
Die Beobachtung, dass sich die Anzahl der Opioidbindestellen (gemessen als Bmax) in 
kultivierten primär-sensorischen Neuronen in Abhängigkeit der Kultivierungsdauer 
verändert, zeigt einerseits, wie fragil ein solches System ist und wirft andererseits die 
Frage nach der physiologischen Wirklichkeit auf (Chen et al., 1997). 
Darüber hinaus handelt es sich bei den kultivierten DRG-Neuronen und auch den F11 
Zellen um die jeweiligen Zellkörper der Neurone. Kultivierte DRG-Neurone spiegeln 
jedoch die Eigenschaften nozizeptiver Nervenendigungen wieder (Ristoiu et al., 2002, 
Cesare und McNaughton, 1997). Letztendlich bleibt unklar, inwieweit die 
Rezeptorausstattung der neuronalen Fortsätze in vivo mit derjenigen der kultivierten 
DRG-Neurone korreliert. 
Trotz all der Limitationen sind F11 Zellen ein etabliertes Modellsystem für DRG-




Miller, 2008, McIlvain et al., 2006). Des Weiteren werden Erkenntnisse, welche parallel 
in F11 Zellen und einem Überexpressionssystem gewonnen wurden von den Autoren 
hypothetisch auf weitere neuronale Gewebe übertragen (Chakrabarti und Gintzler, 2007). 
Auch eine Veröffentlichung über neuronale Differenzierung und Neuroprotektion durch 
Opioide in F11 Zellen weist auf die Möglichkeit hin, dass die Erkenntnisse ggf. auch auf 
andere neuronale Zelltypen zu übertragen sind (Sen et al., 2013). 
Die Folgenden gemachten Interpretationen und die hypothetische Übertragbarkeit der 
Ergebnisse auf weitere ZNS-Regionen und neuronale Plastizität sind als spekulativ 
anzusehen. Ob diese theoretischen Effekte tatsächlich auftreten bleibt ungewiss und muss 
zukünftig weiter untersucht werden. 
6.3.2 Morphinabhängige SRE-vermittelte Genregulation in 
weiteren ZNS-Regionen 
 
Morphin reguliert die Expression von FosC und JunB, wobei diese durch Promotoren 
reguliert werden, die SRE -und CRE-Elemente enthalten (Ammon-Treiber und Höllt, 
2005, He und Ping, 2009, Perez-Albuerne et al., 1993). Daher könnten zellspezifische 
Unterschiede auftreten, je nachdem, ob es sich um ein CREB oder TCF/SRF-
aktivierendes Zellsystem handelt. Die Erkenntnis, dass Morphin in einem endogenen 
Zellsystem Elk-1/SRF-abhängig Gene reguliert, könnte dazu führen, dass bisher bekannte 
Formen von morphininduzierter Genexpression besser verstanden werden. So ist eine 
Induktion von Aldolase C durch akute Morphingabe in DRG-Neuronen der Ratte und im 
Hippocampus der Maus gezeigt (Li et al., 2009, Yang und Pu, 2009). Im Hippocampus 
der Maus konnte jedoch zeitgleich eine Abnahme der CREB-Phosphorylierung gezeigt 
werden, so dass die Geninduktion höchstwahrscheinlich nicht CREB-vermittelt ist, 
stattdessen könnte der Elk-1/SRF-Signalweg beteiligt sein. In diesem Zusammenhang ist 
auch ein microarray-screening zu nennen, durch das nach chronischer 
Morphinadministration im Frontalkortex der Ratte eine Induktion von 
Hitzeschockproteinen (hsp), insbesondere hsp70, nachgewiesen werden konnte (Ammon 
et al., 2003). Im Nucleus accumbens der Maus wurde auch eine hsp70 Expression durch 
Morphin beobachtet und mit den morphininduzierten Verhaltensänderungen in 




CRE-Element, während ein SRE-Element und ein heat shock element (HSE) vorhanden 
sind (Wu et al., 1987a, Wu et al., 1987b). HSE wird durch heat shock factor-1 (HSF-1) 
aktiviert, welcher wiederum durch ERK-1/2 inhibiert wird. Somit führt eine Aktivierung 
von ERK-1/2 zu einer Repression der HSE-1-abhängigen Transkription. Da Morphin 
jedoch zu einer ERK-1/2-Phosphorylierung führt (Ligeza et al., 2008) ist dieser Weg 
unwahrscheinlich. Man könnte spekulieren, dass der ERK-1/2, Elk-1/SRF-Signalweg für 
die morphinvermittelte hsp70-Expression verantwortlich ist. Jedoch kann HSF-1 auch 
durch PKC aktiviert werden (Holmberg et al., 1998). Der exakte molekulare 
Mechanismus dieser Geninduktion bleibt also offen.  
6.3.3 Transkriptionsfaktorexpression und neuronale Plastizität - 
die Rolle von CREM, SRF, FosB und Egr4 
 
In F11 Zellen konnte im Rahmen dieser Arbeit eine morphinvermittelte mRNA-Induktion 
von FosB, Egr4, CREM2 und Egr2, in primären DRG-Neuronen von FosB, Egr4 und 
SRF feststellt werden. Diese Geninduktion war in allen Fällen ERK-1/2-sensibel.  
Neuronale Plastizität wird über das Gleichgewicht zwischen Elk-1 und CREB reguliert. 
CREB Aktivierung und gleichzeitige Elk-1-Inhibition führt in F11 Zellen zu 
Zelldifferenzierung und Neuritenwachstum (McIlvain et al., 2006, Ghil et al., 2000). Das 
in F11 Zellen morphinabhängig induzierte CREM2 inhibiert nach seiner Expression die 
CREB-abhängige CRE-Aktivierung (Foulkes et al., 1991). Durch die morphininduzierte 
CREB-Inhibition über PKA und die CREM-Induktion über Elk-1/SRF könnte Morphin 
in diesem Zellsystem das Gleichgewicht hin zu Proliferation verschieben und 
Differenzierungsvorgänge hemmen. In F11 Zellen wurde auch eine mRNA-Induktion 
von Egr2 alias Krox20 beobachtet. Dabei handelt es sich um einen Transkriptionsfaktor 
mit Zink-Finger-Struktur (Joseph et al., 1988), der mit neuronaler Plastizität assoziiert 
wird. Ihm wird eine wichtige Rolle bei der Stabilisierung von long-term-potentiation 
(LTP), einem molekularen Korrelat von Lernvorgängen, zugeschrieben (Williams et al., 
1995). Eine Egr2-Aktivierung durch Opiatentzug ist beschrieben (Bhat et al., 1992). 
Daher scheint auch dieser Transkriptionsfaktor nach seiner Induktion in neuronale 





In kultivierten embryonalen DRG-Neuronen wurde eine morphininduzierte ERK-1/2-
abhängige mRNA-Induktion von SRF festgestellt. SRF kontrolliert die Expression von 
IEG. IEG sind Transkriptionsfaktoren, die wiederum mit synaptischer Plastizität und 
Lernvorgängen assoziiert werden. Außerdem reguliert SRF direkt Aktin-Zytoskelett-
Gene, welche für Neuritenwachstum und neuronale Migration eine Rolle spielen (Knoll 
und Nordheim, 2009). SRF vermittelt in DRG-Neuronen die NGF-abhängige 
Aussprossung und das Wachstum von Axonen in die Peripherie (Wickramasinghe et al., 
2008). SRF ist außerdem nötig für die hippocampale Speicherung von 
Langzeitgedächtnisinhalten (Dash et al., 2005), für die Speicherung neuer expliziter 
räumlicher Gedächtnisinhalte durch long-term-depression (LTD) (Etkin et al., 2006) und 
wird mit der synaptischen Plastizität im Rahmen der LTP assoziiert (Ramanan et al., 
2005). Neuroadaptive Veränderungen tragen zur Entstehung von Toleranz und 
Abhängigkeit bei. Synaptische Plastizität gilt als das zelluläre Korrelat für Lernvorgänge. 
Sucht kann molekular als Form des Lernens gesehen werden, da Opioide synaptische 
Veränderungen induzieren können (Dacher und Nugent, 2011). Somit ist SRF mit seinem 
Einfluss auf synaptische Plastizität relevant für die Entstehung von Toleranz und 
Abhängigkeit.  
Eine Opioidtherapie kann zur Entstehung von Hyperalgesie führen. Dabei handelt es sich 
um eine anormal erhöhte Schmerzsensibilität (Devulder, 1997). Opioidentzug führt an 
der Synapse zwischen nozizeptiven C-Fasern und dem zweiten Neuron im Hinterhorn des 
Rückenmarks zu postsynaptischer LTP. Dies könnte ein Grund für die Entstehung von 
Hyperalgesie sein, da bei dieser typischerweise die Sensibilität für C-Faser-Stimuli erhöht 
ist  (Drdla et al., 2009).  
Für die Nozizeption ist die transient receptor potential (TRP)-Ionenkanal-Familie von 
großer Relevanz. Der unselektive Kationenkanal transient receptor potential vanilloid 1 
(TRPV1) wird in sensorischen Neuronen, so auch in DRG-Neuronen, exprimiert und wird 
u.a. durch Hitze, Protonen und Capsaicin aktiviert. Der TRPV1 kann durch 
proinflammatorische Stimuli sensibilisiert werden, was die Aktiverungsschwelle 
erniedrig. Eine verstärkte TRPV1-Aktivierung wird mit chronischen Schmerzzuständen, 
wie Neuralgien, Clusterkopfschmerz, Migräne und Tumor-Schmerz in Verbindung 
gebracht (Premkumar und Abooj, 2012). Eine Studie zeigt, dass Opioidgabe zu 




(Zhou et al., 2010). Außerdem kann eine Inhibition des TRPV1 die opioidinduzierte 
Hyperalgesie reduzieren und sogar eine Toleranzentwicklung abschwächen. In der 
gleichen Arbeit wurde gezeigt, dass auch eine Inhibition der MAPK in DRG-Neuronen 
Hyperalgesie und Toleranz abschwächen konnte. Eine Inhibition der MAPK reduzierte 
hier außerdem die durch chronische Opioidgabe erhöhte TRPV1-Expression (Chen et al., 
2008). Geht man von einer ERK-1/2, ETS/SRE-vermittelten SRF-Geninduktion in DRG-
Neuronen aus, wie sie in dieser Arbeit gezeigt wurde und bedenkt man den Einfluss von 
SRF auf synaptische Plastizität und LTP, so könnte dies der zu Grunde liegende 
Mechanismus für die präsynaptische LTP durch Opioidgabe in primär-sensorischen 
Neuronen sein. Eine Inhibition der MAPK führte zur Abschwächung von Hyperalgesie 
und Toleranz. Nimmt man LTP als zellulären Mechanismus von Hyperalgesie und 
Toleranz an, lässt sich auch dieser Effekt erklären. Die Hemmung von MAPK führt durch 
die Inhibition der für LTP verantwortlichen SRF-Expression zu der beobachteten 
Abschwächung von Hyperalgesie und Toleranz. 
Sowohl in F11 Zellen als auch in kultivierten embryonalen DRG-Neuronen konnte  durch 
Morphin eine Induktion der mRNA-Expression von FosB und Egr4 festgestellt werden. 
F11 Zellen gelten als Modellsystem für DRG-Neurone (Francel et al., 1987, Puttfarcken 
et al., 1997). Jedoch sind Phänomene, die man nicht nur im Modellsystem sondern auch 
in kultivierten primären DRG-Neuronen finden kann der physiologischen Realität 
wahrscheinlich am nächsten.  
Der Transkriptionsfaktor FosB und seine stabile Isoform, die verkürzte Splicevariante 
ΔFosB werden auf molekularer Ebene mit Sucht in Verbindung gebracht (Nestler et al., 
2001, Nestler et al., 1999). Nach chronischer Morphinadministration findet man eine 
Akkumulation von ΔFosB im Nucleus accumbens und in der Nucleus caudatus-Putamen-
Region (Gago et al., 2011, Kaplan et al., 2011).  
Des Weiteren wurde eine mRNA-Induktion von Egr4 (alias NGFI-C/AT133) festgestellt. 
Hierbei handelt es sich um einen Transkriptionsfaktor mit Zink-Finger-Domäne, der 
dosisabhängig autoinhibitorisch seine eigene Expression kontrolliert (Zipfel et al., 1997). 
Es ist bekannt, das Egr4 die Expression des Scn7a in DRG-Neuronen reguliert. Dieser 
gehört zur Familie der spannungsabhängigen Natriumkanäle und wird durch hohe 




ist der neuronenspezifische K+/Cl--Kotranporter-2 (KCC-2) in Hippocampus und 
Kleinhirn durch Egr4 reguliert (Uvarov et al., 2006). Die Expression des KCC-2 wird 
durch brain derived neurotropic facor (BDNF)-Stimulation ERK-1/2-abhängig über 
Egr4 induziert (Ludwig et al., 2011). Der KCC-2-Transporter führt  postsynaptisch zu 
einer Hyperpolarisation. Er verstärkt so die synaptische Wirkung der inhibitorischen 
Transmitter GABA und Glycin. Diese führen nach ihrer Ausschüttung zur Öffnung 
postsynaptischer Anionenkanäle. Wenn im Normalfall die Chloridkonzentration 
intrazellulär geringer als extrazellulär ist, erfolgt ein Cl--Einstrom in die Zelle was einer 
Hyperpolarisation und somit einer hemmenden Wirkung entspricht. Durch den 
Chloridionenausstrom über den KCC-2 wird der nötige Cl--Konzentrationsgradient 
aufrechterhalten (Rivera et al., 1999, Hubner et al., 2001).  
Daher ist als eventuelle physiologische Konsequenz einer morphininduzierten Elk-
1/SRF-vermittelten Egr4-Expression in DRG-Neuronen eine vermehrte Expression von 
Scn7a und KCC-2 denkbar. Dadurch würden sich die synaptische Transmission und der 
Konzentrationsgradient über der Plasmamembran verändern, woraus eine veränderte 
Erregbarkeit der Zelle resultieren würde. Man könnte spekulieren, dass durch vermehrte 
Scn7a Expression mehr Natrium in die Zelle einströmen kann, wodurch es intrazellulär 
zu einer Hyperpolarisation und somit zu einer verstärkten Erregbarkeit kommen würde. 
Eine vermehrte Expression von KCC-2 würde die synaptische Transmission dahingehend 
verändern, dass inhibitorische Transmitter verstärkt wirksam sind. Wie stark und ob diese 
Effekte tatsächlich auftreten bleibt ungewiss, jedoch sind physiologischen Folgen für 
zelluläre Erregbarkeit und synaptische Übertragung denkbar, was zukünftig weiter 
untersucht werden sollte. Somit schaffen die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen 
Erkenntnisse über morphinvermittelte Signalwege neue Ansätze für die Erforschung von 







6.4 Zusammenfassung und Ausblick 
 
Im Rahmen dieser Arbeit konnte ein bislang unentdeckter Signalweg aufgezeigt werden, 
welcher Morphin ermöglicht ERK-1/2/SRF/TCF-abhängig Genexpression in einer DRG-
ähnlichen Zelllinie zu induzieren.  
Die µOR-abhängige ERK-1/2-vermittelte Aktivierung von Elk-1/SRF durch Morphin in 
F11 Zellen führt zur Expression von FosB und Egr4, in primären DRG-Neuronen auch 
zur verstärkten Expression von SRF. Falls sich dies tatsächlich auf die Proteinexpression 
auswirkt, könnte es zu daraus resultierenden zellulären Veränderungen der synaptischen 
Plastizität sowie der zellulären Erregbarkeit und neuronalen Übertragung kommen, was 
wiederum für die Entstehung von Abhängigkeit und Toleranz eine Rolle spielt. Somit 
werfen die erzielten Erkenntnisse bezüglich morphinvermittelter 
Genexpressionsregulation neue Fragen auf.  
So bleibt unklar, ob es sich bei der Elk-1-abhängigen morphininduzierten Genexpression 
um ein für DRG-Neurone spezifisches Phänomen handelt oder ob sich dieses auch in 
zerebralen Neuronen reproduzieren lässt. Es stellt sich die Frage, inwiefern die 
Aktivierung des ERK-1/2/SRF/TCF-Signalwegs durch Morphin im Sinne eines biased 
agonism von der Aktivierung des Opioidrezeptorsubtyps abhängt. In diesem Falle würde 
die individuelle Ausstattung der Zelle mit δOR, µOR und κOR darüber entscheiden, 
welche Signalwege morphinabhängig angestoßen werden. Die Rezeptorpopulation 
könnte wiederum gewebsspezifisch determiniert sein. Außerdem ist in diesem 
Zusammenhang die am Wirkort erreichte Konzentration des Morphins von Bedeutung, 
da Morphin eine höhere Affinität zum µOR hat und diesen bereits bei niedrigeren 
Konzentrationen aktivieren kann. Außerdem entstehen im Organismus durch den 
Morphinabbau Metabolite, welche wiederum selbst als biased agonists funktionieren 
können. 
Darüber hinaus stellt sich in diesem Kontext die Frage nach der Rolle von β-Arrestin. Es 
könnten arrestinunabhängie Mechanismen zu einer ERK-1/2-Aktivierung führen, 
theoretisch ist aber auch eine morphinvermittelte Arrestinrekrutierung und 
Rezeptorendozytose in DRG-Neuronen denkbar. Weitere Forschungen sind nötig um zu 




einen Zell -oder gewebespezifischen Mechanismus handelt, welcher Unterschiede in der 
Expression von Genen erklären könnte. Außerdem bleibt die physiologische Relevanz 
der entdeckten Genexpressionsveränderungen offen. Hierfür wäre es zunächst wichtig zu 
wissen, ob sich die Induktion der Expression von FosB und Egr4 auch in anderen 
Zellsystemen bestätigen ließe. Interessant wäre zu sehen, ob eine ETS/SRE-regulierte 
Veränderung der Expression von FosB und dessen für Suchtentstehung wichtige 
Splicevariante ΔFosB auch in Gehirnarealen wie dem Nucleus accumbens auftritt, denen 
für Abhängigkeitsentstehung eine wichtige Rolle zugesprochen wird. Die in dieser Arbeit 
untersuchten neuronalen SRF-Zielgene decken bei weitem nicht alle beteiligten Gene ab, 
die in diesem Zusammenhang von Bedeutung sind. Da die IEG selbst als 
Transkriptionsfaktoren fungieren und die Expression wieder anderer Gene regulieren 
wird noch viel Arbeit nötig sein, um die morphinregulierte Genexpression in ihrer ganzen 
Komplexität zu verstehen. Mögliche Auswirkungen der Elk-1 vermittelten 
morphininduzierten Induktion der Egr4-Expression in DRG-Neuronen sind 
Veränderungen auf Ionenkanalebene, welche zu einer veränderten Erregbarkeit der 
Zellen führen. Diese theoretische physiologische Relevanz könnte durch Messungen von 
morphininduzierten Inonenkonzentrationsveränderungen und Spannungsänderungen 
überprüft werden. Damit es nach Genexpressionsveränderungen zu relevanten Folgen für 
einzelne Zellen und Gewebe kommt,  müssen auch auf Proteinebene Veränderungen 
auftreten. Die morphinvermittelte ERK-1/2/TCF/SRF-anhängige Regulation von IEG in 
DRG-Neuronen stellt einen bislang unbekannten Signalweg dar, der Veränderungen auf 
Proteinebene kontrollieren könnte. Die eventuell veränderte Proteinexpression und deren 
zelluläre Konsequenzen müssen noch ergründet werden, jedoch bietet der in dieser Arbeit 
aufgezeigte morphininduzierte ERK-1/2/TCF/SRF-Signalweg einen neuen 
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